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第１章 序論  
 
1.1  土壌の生物性の評価 
農地土壌は農業生産の基礎であり、地力を維持・増進していくことは農業の生産性を
高め安定的な農業経営を図る上で極めて重要である[1]。地力は、土壌の物理性、化学
性、および生物性のそれぞれの構成要素とそれらの相互の関連性によって発揮される。
農地整備や肥培管理の面においてこれら３要素を的確に把握して適正化させることが、
農作物の収量や品質を高め、安定的な農業生産へとつなげるための鍵となる。このうち
土壌の生物性の主要な担い手である土壌微生物は、農作物への養分供給や土壌病害の発
生に重要な役割を果たすとされる。土壌微生物のうち土壌細菌、真菌、および（細菌食
性）線虫は微生物バイオマスの大きな割合を占め、相互に捕食・共生・寄生・拮抗とい
った関係を形成しながら活発な生命活動を営んでいる（本論文での「土壌微生物」は、
土壌中の細菌、真菌、線虫を表すものとする）。そして、有機物の分解や養分の無機化
といった養分循環に大きく関係し[2-5]、植物の養分獲得や生産性に大きな役割を果たす
とされる[6-8]。 
土壌の物理性・化学性についてはこれまでに数多くの知見が得られており土壌診断の
項目にも取り入れられてきた一方で、土壌の生物性についてはその解析の困難さから研
究が遅れていた[9]。その理由としてこれまで長年微生物研究で用いられてきた培養法
では土壌微生物の 1％程度しか解析できず[10]、その他の 99％を占める難培養性微生物
の全体像を解明することが困難であったことが挙げられる。しかし近年、培養過程を経
ないで環境中の DNA（eDNA）を抽出する方法が開発され、土壌微生物群集の DNA 全
体を直接解析できるようになったことで[11,12]、1990 年代以降土壌の生物性に関する研
究が急速に進展してきた。 
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1.2  PCR-DGGE を用いた土壌微生物群集解析 
DNA を用いた微生物群集解析法として、クローンライブラリー法[13]、PCR-変成濃
度勾配ゲル電気泳動（PCR-DGGE）[14]、T-RFLP（Terminal Restriction Fragment Length 
Polymorphism）[15]、マイクロアレイ[16]、次世代シーケンス[17]等がある。そのうち
PCR-DGGE は Muyzer らによって微生物群集解析に初めて適用されて以降、微生物群集
構造や多様性を比較解析する分子生物学的手法として急速に普及した[18,19]。その中で
も系統学的な情報量が多い16Sおよび18S rRNA遺伝子（DNA）を標的としたPCR-DGGE
は、農地土壌の細菌[20-23]、真菌[20,24,25]、および線虫[26,27]群集解析にも広く用いら
れてきた[28,29]。 
PCR-DGGE は土壌等から得られた DNA を増幅し電気泳動することで微生物群集を
バンドパターンとして視覚化する。バンドの数、位置、相対強度は、それぞれ微生物の
数、種類、存在比率を表し、多数のサンプルを低コストで迅速かつ容易に解析できるた
め群集間の比較解析に有効である[30,31]。このような利便性や農地土壌の生物性評価の
遅れを背景として、日本国内でも 2000 年代以降 PCR-DGGE を用いた微生物群集解析が
普及し、2006 年度～2010 年度には農林水産省の委託プロジェクト「土壌微生物相の解
明による土壌生物性の解析技術の開発（eDNA プロジェクト）」が実施された。このプ
ロジェクトでは、まず土壌細菌、真菌、および線虫群集を対象とした PCR-DGGE 標準
解析法が開発された[32-35]。日本の農地の 47%を占める黒ボク土壌[36]は DNA の吸着
力が強いために DNA の回収が困難とされるが、この標準解析法ではその黒ボク土壌か
らの安定的な抽出を可能とした[37]。また、複数ゲルの比較解析のために DGGE 標準マ
ーカーが開発された（現在、ニッポンジーンより販売）[32,33]。これにより全国の農地
土壌から統一条件で DNA 抽出および微生物群集解析を行うことが可能となり、本解析
法を用いた農地土壌のさまざまな微生物群集解析事例が蓄積されてきた[38-47]。 
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1.3  PCR-DGGE の技術的な問題点 
PCR-DGGE には前節で示した利便性がある一方で、実験上のバイアスの問題が認識
されてきた。例えば、①変成濃度勾配ゲルを常に一定に作成することが非常に困難であ
ること、②土壌等の多数の微生物種で構成されるサンプルではバンドパターンが不鮮明
となりバンドの識別が難しくなる場合があること、③1 本のバンドから複数の DNA 塩
基配列が検出される、あるいは 1 配列が複数バンドを形成する場合があること、④検出
限界の存在や③に示した現象のために、バンドの数が必ずしもその群集の種数を表して
いないこと等が挙げられる[29,31,48]。バンドパターンの正確な解釈を行うために、こ
のようなバイアスがあることには十分留意する必要がある。これらの問題点の中でも①
のゲル間の変成濃度勾配の差異の問題は、ゲル間のバンド位置の変動をもたらし、複数
ゲルに渡るサンプルの比較解析に大きな支障をきたす[29,31]。一方でゲル内においても
バンド位置の変動が生じる。特にスマイリング現象として知られるゲルの中央部の下方
へ歪曲は、バンド位置の変動に少なからず影響を及ぼす[48,49]。またバンドパターンの
解析に、しばしば市販されているゲル解析ソフトを用いるが、DGGE 用に最適化されて
いない。ソフトウェアでは解析結果に影響する重要なパラメータ設定、プログラムの不
自然な実行結果に対する修正、その他手動の作業がユーザーに課せられるが、しばしば
主観的な判断にゆだねられるため、ユーザー間でやり方が異なってしまう[31]。 
 
1.4 PCR-DGGE のニーズ、次世代シーケンサーとの比較 
近年、次世代シーケンサーによる解析技術が飛躍的に発展し、微生物群集解析におい
ても主要なツールとなってきた[17]。PCR-DGGE と次世代シーケンサーの結果を比較し
た報告も複数みられ、細菌[50]や真菌[51]群集において双方の解析結果が一致すること
も分かってきた。このことから、双方の解析技術を目的に応じて使い分けができると考
えてよいと思われる。次世代シーケンサーは環境サンプル中の多数の分類群や存在比率
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の詳細情報を一度に得られる強力な技術である。一方でコストが高い、データ解析が難
しいなどまだハードルが高い側面もある。PCR-DGGE はそのハードルが比較的低いこ
とから、近年土壌の物理性・化学性等では解明できない課題をかかえた微生物分野外の
研究者らによって実施される例も増えている。農業現場の土壌病害等の問題にあたって、
都道府県の農業研究機関が土壌微生物群集を調べるために導入するケースもみられる
[52,53]。こういった学際的、あるいは現場に近い研究への貢献はこれからも続いていく
と思われる。また、微生物構成種の少ないサンプルの解析、群集の経時変化の調査、
DNA 抽出等の実験条件検討等、検出限界が必要十分な場合や、変化や違いを確認する
場合には特に適している。前述の PCR-DGGE 標準解析法は、民間の分析会社の受託解
析に用いられ、また農林水産省主催のワークショップで解析講習会に用いられている。
このように、PCR-DGGE や本標準解析法におけるニーズは確実に存在している[52]。 
 
1.5 研究目的 
PCR-DGGE 標準解析法が開発されて以降、土壌の生物性研究における解析事例の蓄
積が進んでいる。しかし土壌微生物群集は複雑で多様であり農地によってその構成は大
きく異なると考えられることから、土壌の生物性研究を農地土壌の地力の維持向上や農
地の管理技術の開発に繋げていくためには、土壌微生物群集の体系的理解に向けた研究
の積み重ねが求められる。一方で、PCR-DGGE の技術的な問題として広く知られるゲ
ル間のバンド位置の変動がこの標準解析法でも認められ、解析精度を大きく低下させる
可能性が示唆されたことから、解析法の最適化が必要と思われた。 
これらのことを踏まえ、本研究ではまずバンド位置の変動の程度を明らかにするため
にその統計的な評価を行った。次にその変動値に基づいて解析精度を高めるための解析
法の最適化を図った。また PCR-DGGE を用いた農地土壌の微生物群集解析におけるそ
れ以外の工程の最適化法について補足した。後半では最適化した解析法を用いた２種の
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農地土壌の微生物群集解析事例を取り上げた。その 1 番目は日本の農地の半分近くを占
める土壌群、黒ボク土の農地 5 地点を対象とした。2 番目は「奇跡のリンゴ」で有名な
自然栽培管理（無肥料・無農薬）でのリンゴ生産に初めて成功した先駆的な農地を対象
とした。これまで細菌、真菌、線虫の土壌生態系におけるはたらきについての個別の研
究は多数みられるが、これらを同時に評価した事例は少ない[9]。本研究ではこれら３
種の微生物を含めた包括的な解析を試みた。 
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第 2 章 PCR-DGGE 解析法の最適化 
 
2.1 バンド位置の変動評価 
 
2.1.1 研究背景 
PCR-DGGE において、変成濃度勾配のゲル間差がゲル間のバンド位置の変動を引き
起こすことは広く知られている[29,31,48]。一方、ゲル内においてもスマイリング現象
によるバンド位置の変動が知られる[48,49]。これまでにゲル内の変動については、ゲル
板作成時のゲルストック溶液とガラス板の間の温度差を小さくすることで、バンドパタ
ーンの歪み（スマイリング現象）を抑え、変動を大きく低減できることが明らかにされ
た[54]。しかしゲル作成条件や泳動条件を同一に制御するよう努めても、ゲル内におけ
る左右両側の歪み[55]や局所的な歪みが生じることがある。ゲル間のバンド位置の変動
については標準マーカーを全ての泳動ゲルに入れることである程度補正されるが、実際
にはマーカーバンドよりサンプルバンドの変動幅が大きく、うまく補正できない場合が
確認された。このようなゲル間の変動の問題は認識されてきたが、これまでにその変動
の程度を詳細に評価した報告はみられない。 
本節では PCR-DGGE 標準解析法を用いて、標準マーカーで標準化されたバンド位置
の変動の詳細な解析を目的とした。ここでは、サンプルレーンに泳動したマーカーDNA
（対照区）とサンプル DNA のバンド位置データを用いた。この評価において、バンド
位置の変動は全体の変動、ゲル内の変動、ゲル間の変動、およびレーン間の変動に分け
て定義し、それぞれの変動値を算出した。以上の結果に基づき、バンド位置の変動原因
と変動低減の可能性について考察した。 
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2.1.2 実験方法 
2.1.2.1 土壌採取と DNA 抽出 
 本研究で用いた農地土壌をTable 2-1-1に示した。各農地につき5地点から深度0-15 cm
の土壌を採取し、2 mm で篩別してよく混合後-20°C で保存した。細菌および真菌の DNA
は、FastDNA SPIN Kit for Soil（Qbiogene Inc., Irvine, CA, USA）を用いて抽出した。黒ボ
ク土からの抽出効率を高めるために、60-160 µL の 20%スキムミルク溶液を最初のバッ
ファー添加時に加えた。DNA は DNA Clean & Concentrator™-25（Zymo Research Corp., 
Orange, CA, USA）を用いて精製した[32,34]。線虫については、採取した土壌を 5 mm で
篩別してよく混合後 10°C で保存した。その土壌から改良ベルマン法に従って線虫を分
離した。そのうちの線虫 300 頭相当から Wizard SV Genomic DNA Purification System®
（Promega, Madison, WI, USA）を用いて DNA を抽出した[33,35]。 
 
2.1.2.2 PCR 
 得られた DNA を鋳型として、細菌の 16S rDNA の V6-V8 可変領域と真菌の 18S rDNA
の V1-V2 可変領域を標的とした PCR を行った。細菌のプライマーセットは F984GC
（5′-CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GAA CGC 
GAA GAA CCT TAC-3′）と R1378（5′-CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG-3′）[56]
を、真菌のプライマーセットは NS1（5′-GTA GTC ATA TGC TTG TCT-3′）と GCFung
（5′-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC CCG CCG CCC CCG CCC CAT TCC CCG 
TTA CCC GTT G-3′）[57,58]を用いた。反応液の終濃度を 1× PCR buffer、0.2 mM dNTP、
1 mM MgSO4、0.4 µM bovine serum albumin（Takara Bio, Otsu, Japan）、0.2 µM（細菌）・
0.3 µM（真菌）各プライマー、1 U KOD-Plus（Toyobo, Osaka, Japan）とし、50 µL の反
応系に対して 1 µL の鋳型 DNA を用いた。反応条件は 94°C 2 分、[94°C 15 秒/55°C（細
菌）・50°C（真菌）30 秒/68°C 30 秒]×34 サイクル（細菌）・30 サイクル（真菌）とした  
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Sample Site Taxonomy1 Cultivated crop Sampling date
s1 Tsukuba Andosol Cabbage 2007/10/24    bacterial 16S rDNA 
s2 Toyohashi Yellow soil Cabbage 2007/9/19    bacterial 16S rDNA 
s3 Fukushima Andosol Spinach 2008/2/12    bacterial 16S rDNA
s4 Shiojiri Andosol Celery 2008/7/28    bacterial 16S rDNA
s5 Kyoto Brown Lowland soil Spinach 2007/4/3     fungal 18S rDNA 
s6 Tsukuba Yellow soil Sweet corn 2007/9/18     fungal 18S rDNA
s7 Nagano Gray Lowland soil Tomato 2008/8/19     fungal 18S rDNA
s8 Tsukuba Gray Lowland soil Sweet corn 2008/5/16   nematode 18S rDNA 
s9 Tsukuba Andosol Sweet corn 2008/5/18   nematode 18S rDNA
Soil information
Targetting gene in PCR2
(Sb2)
(Sf)
(Sn)
(Sb1)
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1According to “Classification of cultivated soils in Japan [59]”.  
2Letters in parentheses are designed names of PCR products (sample DNA): Sb1 was a single PCR 
product amplified from soil DNA extracts from s1; Sb2, Sf and Sn were pooled PCR products amplified 
from soil DNA extracts from s2-s4, s5-s7, and s8-s9, respectively.  
 
 
 
 
 
 
  
Table 2-1-1. The agricultural soils used for DNA extraction and PCR-DGGE in this study. 
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[32,34]。線虫では 18S rDNA の V1-V3 可変領域を標的としたプライマーセット、SSU18A
（5′-AAA GAT TAA GCC ATG CAT G -3′）と SSU9R/GC（5′-CGC CCG CCG CGC CCC 
GCG CCC GGC CCG CCG CCC CCG CCC GAG CTG GAA TTA CCG CGG CTG-3′）[47,60]
を用いて PCR を行った。反応液の終濃度を 1× PCR buffer、0.2 mM dNTP、0.5 µM 各プ
ライマー、0.5 μM PrimeSTAR HS（Takara Bio Inc., Shiga, Japan）とし、25 µL の反応系に
対し 10 µL の鋳型を用いた。反応条件は 98°C 3 分、[98°C 10 秒/54°C 15 秒/72°C 40 秒]×27
サイクルとした。PCR 産物は QIAquick PCR Purification Kit（Qiagen, Santa Clarita, CA, 
USA）を用いて精製した[33,35]。 
 
2.1.2.3 DGGE 
 DGGE解析の一連の操作はD-Codeシステム（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA）
を用いて行った。細菌群集用では、変性ゲル溶液の組成をアクリルアミド濃度 6％、DNA
変性剤濃度 50－70％とし、泳動条件を 58°C、50 V、18 時間とした。真菌群集用では、
変性ゲル溶液の組成をアクリルアミド濃度 7％、DNA 変性剤濃度 20－45％とし、泳動
条件を 60°C、50 V、20 時間とした[32,34]。線虫群集用では、変性ゲル溶液の組成をア
クリルアミド濃度 7％、DNA 変性剤濃度 20－50％とし、泳動条件を 60°C、75 V、16 時
間とした[33,35]。10°C の室内で 30 分以上静置したゲル板の隙間に、液温 5°C のゲルス
トック溶液を中央から約１分間で流し込んだ後ウェルコームを挿入し、その室内で約 2
時間、常温で 1 時間以上静置してゲルを重合させた[54]。泳動終了後ゲルを SYBR Green 
I（Cambrex Bio Science, Rockland, ME, USA）で染色し、モレキュラーイメージャーFX
（BIO-RAD Laboratories）を用いてゲル画像を得た。 
 
2.1.2.4 DGGE ゲルにおけるレーン配置 
マーカーDNA バンドとサンプル DNA バンドの両バンドの解析に、16 ウェルゲルと
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20 ウェルゲルを用いた（Fig. 2-1-1）。ゲルの左右両側でバンドが歪曲しやすい[55]ため、
16 ウェルゲルでは外側左右２レーンを除く 12 レーンを用い、1、5、8、12 レーンをマ
ーカーレーン、2-4、6-7、9-11 レーンをサンプルレーンとした。20 ウェルゲルでは左右
3 レーンを除く 14 レーンを解析に用い、1、5、10、14 レーンをマーカーレーン、2-4、
6-9、11-13 レーンをサンプルレーンとした（Fig. 2-1-1）。 
 
2.1.2.5 バンド位置の変動評価に用いたマーカーDNA とサンプル DNA 
マーカーレーンのマーカーバンドによってバンド位置が標準化されたサンプルレー
ンのバンド位置の変動を、標準偏差（SD）を用いて評価した。マーカーレーンにマー
カーDNA を、サンプルレーンにマーカーDNA（対照区）とサンプル DNA をそれぞれ
泳動し、それらのバンド位置の変動をそれぞれ SDM（standard deviation of marker DNA 
bands）、SDS（standard deviation of sample DNA bands）と定義した。土壌細菌、真菌、お
よび線虫群集 DGGE 用に設計された DGGE Markers III、IV、および V（Mb、Mf、およ
び Mn、Nippon Gene, Toyama, Japan）を、それぞれマーカーDNA として使用した。SDM
の評価には 16 ウェルと 20 ウェルの 2 つのゲルを使用し、各マーカーDNA につきそれ
ぞれ 10 回ずつ DGGE を行い、ゲル画像を得た（Fig. 2-1-1A、Table 2-1-2A）。 
細菌 SDS の評価には、解析にあたって十分なバンド数を得るために 2 種類の DNA サ
ンプルを用いた。すなわち s1 の PCR 産物（Sb1）と s2、s3、s4 の PCR 産物の混合物（Sb2）
を用いた（Table 2-1-1、Table 2-1-2B）。真菌 SDS の評価には s5-s7 の PCR 産物の混合物
を、線虫 SDSの評価には s8-s9の PCR産物の混合物をサンプルDNAとして用いた（Table 
2-1-1、Table 2-1-2B）。SDS の評価には 16ウェルゲルのみを使用し、Sb1を泳動したDGGE
を 15回、Sb2、Sf、Snを泳動したDGGEをそれぞれ 10回行い、ゲル画像を得た（Fig. 2-1-1B、
Table 2-1-2B）。 
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Fig. 2-1-1. DGGE gel images and lane occupancy. (A) Letters ‘s’, ‘m’, and ‘n’ on the top of the 
images indicate sample lanes, marker lanes, and non-loaded lanes, respectively. Gel images 
show DGGE Markers III, IV, and V loaded in all sample and marker lanes in both 16-well gels 
(Mb-16, Mf-16, and Mn-16, respectively) and 20-well gels (Mb-20, Mf-20, and Mn-20, 
respectively). (B) Gel images showing bacterial (Sb1-16, Sb2-16), fungal (Sf-16) and nematode 
(Sn-16) DNA in all sample lanes in a 16-well gel. The area within dotted lines indicates the 
banding ranges for analyses. 
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(A) For marker DNA loaded in sample lanes
Number of
w ells/ gel
Sample
lanes/ gel
Number of
tested gels
ln (W-
SDM)
 ln (B-
SDM)
ln (T-SDM)
Mb Bacteria 10 0 16 8 10 -2.26±0.062a -2.85±0.061 b -2.05±0.064a
(-0.087) (-0.067) (-0.099)
Mb Bacteria 10 0 20 10 10 -2.20±0.074a -3.17±0.104b -2.07±0.078a
(-0.107) (-0.104) (-0.119)
Mf Fungi 8 0 16 8 10 -1.91±0.043a -2.58±0.081b -1.73±0.043a
(-0.063) (-0.089) (-0.071)
Mf Fungi 8 0 20 10 10 -2.00±0.041a -2.70±0.065b -1.83±0.040a
(-0.058) (-0.069) (-0.062)
Mn Nematode 7 0 16 8 10 -1.93±0.045a -2.80±0.094b -1.81±0.050a
(-0.062) (-0.089) (-0.073)
Mn Nematode 7 0 20 10 10 -2.01±0.018 a -3.09±0.089b -1.90±0.017a
(-0.024) (-0.077) (-0.024)
(B) For sample DNA
Number of
w ells/ gel
Sample
lanes/ gel
Number of
tested gels
ln (W-
SDS)
 ln (B-
SDS)
ln (T-SDS)
Sb1 Bacteria 23 2 16 8 15 -2.19±0.028a -1.55±0.114bb -1.36±0.089bb
(-0.061) (-0.354) (-0.312)
Sb2 Bacteria 18 5 16 8 10 -2.18±0.034a -1.62±0.169bb -1.37±0.134bb
(-0.066) (-0.441) (-0.416)
Sf Fungi 20 1 16 8 10 -1.74±0.021a -1.73±0.082aa -1.31±0.041bb
(-0.055) (-0.213) (-0.140)
Sn Nematode 21 2 16 8 10 -2.14±0.044a -1.66±0.192bb -1.37±0.139bb
(-0.093) (-0.531) (-0.446)
(C) Variations converted into Rf scale and millimeter, and position tolerance
Sb Bacteria -1.366 0.255 0.204
Sf Fungi -1.306 0.270 0.107
Sn Nematode -1.365 0.255 0.145
Number of bands
that has non-
normal data2
Number of bands
that had non-
normal data2
Sample
DNA
Target
organism
Number of
bands/
lane
DGGE gel Mean variations in band positions3 (CV4)
Marker
DNA1
Target
organism
Number of
bands
/ lane
DGGE gel Mean variations in band positions3 (CV4)
Sample
DNA5
1.02
1.08
1.02
Target
organism
ln(T-SDS)
T-SDS
(Rf scale)
T-SDS
(mm)
Postion tolerance
(Rf scale)
 
 
   
Table 2-1-2. The agricultural soils used for DNA extraction and PCR-DGGE in this study. 
1Mb, Mf, and Mn indicate DGGE markers III, IV and V (Nippon Gene), respectively, loaded in sample lanes. 
2The Kolmogorov–Smirnov test for normality of distribution was performed for the position data of each band. 
3For normally distributed data, variations in band positions of both marker DNA (SDM) and sample DNA 
(SDS) within sample lanes were evaluated for each band by logarithmically transformed standard deviations; 
mean ± standard errors of all bands were shown followed by letters (a, b) which show significant differences in 
each row (p < 0.01). ln(T-SDM) and ln(T-SDS) indicate total variations in SDMs and SDSs, respectively; 
ln(W-SDM) and ln(W-SDS) indicate within-gel variations in SDMs and SDSs, respectively; ln(B-SDM) and 
ln(BSDS) indicate between-gel variations in SDMs and SDSs, respectively. 
4CV in parentheses indicates a coefficient of variation, which was calculated from the values of all bands.  
5Valiations of Sb were calculated from data of both Sb1 and Sb2. 
13 
 
2.1.2.6 DGGE ゲル画像の処理 
DGGE ゲル画像は、GelCompar II ver.5.1（Applied Math, Kortrijk, Belgium）を用いて解
析した。このソフトウェアでは、まずインポートしたゲル画像において解析に用いるバ
ンドレーンを指定した。次にマーカーレーンのマーカーバンドを用いてサンプルレーン
のバンド位置の標準化を行った。この作業の前にあらかじめ、マーカーバンドの基準位
置をゲル 10 枚分のデータの平均値によって定めた（Fig. 2-1-2）。最後にバンドを検出し、
各バンドの位置データを取得した。ゲルの泳動方向における最上位と最下位のマーカー
のバンド位置を、それぞれ Rf 値（relative front value）[19]の 0(%)と 100(%)とし、その
範囲を解析に用いた。線虫のマーカー[35]では、上から 3 番目のマーカーバンドを最上
位のマーカーバンドと定義した。これは 1 から 3 番目のマーカーバンドの範囲では、他
の真核生物由来のバンドが検出される可能性が高いためである[47]。 
 
2.1.2.7 バンド位置の変動値の算出 
マーカーDNA バンドにおける各変動（T-SDM、W-SDM、および B-SDM）とサンプ
ル DNA バンドにおける各変動（T-SDS、W-SDS、および B-SDS）の算出式を以下に示
す。 
各バンドの「全体の変動（T-SDM、T-SDS）」を以下の式により定義した。 
 
 バンド K における T-SDM・T-SDS  =                                                                     
    
すなわち、全ゲルの全サンプルレーンの位置データ（Rf 値）から変動値を算出した。
ここで K はバンド番号、n は検討したゲル数、m はゲル内のサンプルレーン数である
（Table 2-1-2）。xKijは i 番ゲル j 番レーンにおけるバンド K の Rf 値である。xK
─
はバンド
K の平均 Rf 値である。 
mn
xx
n
i
m
j
KijK


 1 1
2)(
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Fig. 2-1-2. Loading images of marker DNA and sample DNA. A, B, and C indicate bacterial, 
fungal, and nematode DGGE gel images loading DGGE Marker III, IV, and V, respectively. Rf 
values of the reference positions (B1-B10, F1-F8, and N3-N9, respectively) and intervals 
between the bands were also shown. (Sb1, Sb2), (Sf), and (Sn) indicate bacterial, fungal, and 
nematode DNA samples with the mean Rf value of each band position. *1: B3 band was 
excluded from the reference bands for normalization because of the instability of the band 
position itself (See Fig. 2-1-3B). *2: Median in band positions is shown (See Table 2-1-3) for 
bands that had non-normal distributed data. 
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同様に、各バンドの「ゲル内の変動（W-SDM、W-SDS）」を以下の式により定義した。 
 
バンド K における W-SDM・W-SDS =  
 
すなわち、各ゲル内の変動値を全ゲルで平均して求めた。xKi
─
は i 番ゲルのバンド K の平
均 Rf 値である。 
同様に、各バンドの「ゲル間の変動（B-SDM、B-SDS）」を以下の式により定義した。 
 
バンド K における B-SDM・B-SDS = 
 
すなわち、各ゲルの平均 Rf 値から全ゲル間の変動値を求めた。 
さらにゲル内のウェル数の違いの影響を検討するために、「各レーンの変動（L-SDM）」
を以下の式により定義した。 
 
  レーン J における L-SDM = 
 
すなわち、各レーンの各バンドのゲル間の変動値をレーン内の全バンドで平均した。こ
こで J はゲル内のレーン番号、l はレーン内のバンド数である。xJkiは i 番ゲルの J 番レ
ーンにおけるバンド k の Rf 値、xJk
─
は J 番レーンにおけるバンド k の平均 Rf 値である。
本検討は 16 ウェルと 20 ウェルの２種類のゲルを用いて、マーカーDNA バンドでのみ
行った。 
 
2.1.2.8 統計解析 
各バンドの位置データ（Rf 値）の正規性（正規分布に従うかどうか）を検定するた
n
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めに、コルモゴロフ・スミルノフ検定（Kolmogorov-Smirnov test）を行った。正規性（正
規性が認められた）データに対しては標準偏差を計算し、等分散性を確保するために対
数変換を行った[61]。T-SDM と、Rf 値および最も泳動距離の近いマーカーバンドとの
距離（distance from the nearest marker band, DNM）の間の相関を評価するために、回帰分
析を行った。曲線性の検定（curvature test）は二次回帰を用いて行った。サンプルグル
ープ間の有意差を評価するために、分散分析（ANOVA）とテューキーの HSD 検定
（Tukey's HSD Test）を行った。以上は統計解析ソフト R version 2.15.0 [62]を用いて行っ
た。各 DGGE の各バンドの変動程度の評価には変動係数（coefficient of variation, CV）
を用いた（Table 2-1-2A/B）。非正規性（正規性が認められなかった）データに対しては、
中央値（median）と四分位範囲（interquartile range, IQR）を用いて変動を評価した。第
1 四分位数＋1.5IQR 以下、および第 3 四分位数＋1.5IQR 以上の Rf 値を外れ値と定義し
た。 
 
2.1.3 結果および考察 
2.1.3.1 バンドの位置データの正規性 
マーカーDNA（Mb、Mf、および Mn）の全バンドの位置データで正規性が認められ
た（p < 0.05）。サンプル DNA では Sb1 で 23 バンド、Sb2 で 18 バンド、Sf で 20 バンド、
Sn で 21 バンドが全ゲルの全レーンに共通して認められた（Table 2-1-2B、Fig. 2-1-2）。
それらのバンドの大きな割合で正規性が認められたが、Sb1 で 2 バンド、Sb2 で 5 バン
ド、Sf で 1 バンド、Sn で 2 バンドの計 10 バンドで、正規性が認められなかった（Table 
2-1-2B、Table 2-1-3）。この一部のバンドでみられた非正規性は、ゲル作成を手動で行う
ことによる変性濃度勾配の局所的な差異や、バンド自体の配列に起因する可能性が考え
られた。これらの非正規性データはパラメトリック解析から除外し、位置データの変動
を IQR と外れ値から評価した（2.1.3.8 項）。 
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2.1.3.2 マーカーバンドの基準位置の定義 
細菌解析用マーカ （ーDGGE Marker III）の全バンド（10 バンド、B1-B10; Fig. 2-1-2A）
をサンプル（Sb1、Sb2）のバンド位置の標準化に用いた場合、B3 あるいは B8 付近の
一部のサンプルバンドの全体の変動［ln(T-SDS)s］が、他よりも顕著に高い傾向にあっ
た（Fig. 2-1-3B）。B3 については、予備検討でバンド位置の変動が隣の B2、B4 に比べ
て大きい傾向にあったことから（データ省略）、B3 付近のサンプルバンドの大きな変動
は B3 の位置の不安定性によるものと推察された。そこで B3 と B8 をマーカーとして使
用した場合としない場合で変動値を比較し、標準マーカーとしての妥当性を検討した。
B3 を使用した場合、B2 から B4 の間に位置するサンプルバンドの中で-1 以上の高い
ln(T-SDS)値を持つバンドが存在したが、B3 を除外した場合はそれらの値が有意に低下
した（p < 0.05; Fig. 2-1-3B）。ところが-1 以下の低い ln(T-SDS)を持つバンドでは、B3 の
使用の有無で有意な差はみられなかった（p = 0.73）。一方、B8 を使用した場合の高い、
あるいは低い ln(T-SDS)s は、使用しなかった場合との間に有意な差がみられなかった
（それぞれ p = 0.66、p = 0.41）。以上から、B3 はそのバンド自体の位置の不安定性のた
めに標準マーカーバンドとしての利用に適さないと思われた。逆に B8 の検討ではその
バンドではなく、その付近の一部のサンプルバンドの位置の不安定性が推察された。こ
の結果により、本研究では B3 のみ標準マーカーバンドから除外することとした。 
定義されたマーカーバンドの基準位置を Fig. 2-1-2 に示した。細菌解析用マーカーの
B3 を除く B1-B10 のバンド位置を Rf 値 0、6.1、32.1、38.8、47.3、55.2、64.2、76.9、100.0
（%）と定義した。同様に、真菌解析用マーカー（DGGE marker IV; 8 バンド、F1-F8）
のバンド位置を Rf 値 0、11.6、26.7、38.3、50.2、69.3、82.2、100.0、線虫解析用マーカ
ー（DGGE marker V; 9 バンド、N1-N9）の N1、N2 を除く（2.1.2.6 項参照）N3-N9 のバ
ンド位置を Rf 値 0、24.2、40.2、58.7、77.3、92.5、100.0 とそれぞれ定義した。 
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Fig. 2-1-3. Variations of band positions of marker DNA (SDM) and sample DNA (SDS) loaded 
in sample lanes. (A) SDMs in both 16-well gel (Mb-16, Mf-16, and Mn-16) and 20-well gel 
(Mb-20, Mf-20, and Mn-20) obtained by loading DGGE Marker III, IV and V, respectively, in 
sample lanes. Closed circles, open circles, and crosses indicate total variations [ln(T-SDM)s], 
within-gel variations [ln(W-SDMs)] and between-gel variations [ln(B-SDM)s], respectively, for 
each band. (B) SDSs obtained by loading bacterial (Sb1 and Sb2), fungal (Sf), and nematode 
(Sn) DNA in 16-well gels (Sb-16, Sf-16, and Sn-16, respectively). Closed circles and triangles 
indicate total variations [ln(T-SDS)s] of Sb1/Sf/Sn and Sb2, respectively. Open circles and 
triangles indicate within-gel variations [ln(W-SDS)s] of Sb1/Sf/Sn and Sb2, respectively. 
Crosses and pluses indicate between-gel variations [ln(B-SDS)s] of Sb1/Sf/Sn and Sb2, 
respectively. These values of Sb1 and Sb2 were calculated without using the B3 marker band as 
a reference position (see text). Additionally, the values of ln(T-SDS) calculated using B3 
included as a reference point are shown as gray circles (for Sb1) and triangles (for Sb2) in the 
range of B2-B4. Dotted lines indicate the marker band positions. 
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2.1.3.3 全体の変動に及ぼすゲル間の変動とゲル内の変動の影響 
マーカーバンド位置の変動（SDM）を Mb、Mf、および Mn を用いて検討した。各バ
ンドの全体の変動、ゲル内の変動、およびゲル間の変動の自然対数値［順に ln(T-SDM)、 
ln(W-SDM)、ln(B-SDM)］（Fig. 2-1-3A）と全バンドの平均値（Table 2-1-2A）を、正規性
の認められたバンドの位置データ（Rf 値）から計算した。Mb、Mf、および Mn のゲル
内の変動［平均 ln(W-SDM)s; 16 ウェルゲルで順に-2.26、-1.91、-1.93、20 ウェルゲルで
順に 2.20、-2.00、-2.01］は、全体の変動［平均 ln(T-SDM)s; 16 ウェルゲルで順に-2.05、 
-1.73、-1.81、20 ウェルゲルで順に-2.07、-1.83、-1.90］となり、有意な差が認められな
かった（順に p = 0.086、0.118、0.483、0.559、0.088、0.412）。しかしながらゲル間の変
動［平均 ln(B-SDM)s; 16 ウェルゲルで順に-2.85、-2.58、-2.80、20 ウェルで順に-3.17、 
-2.70、-3.09］は、全体の変動［ln(T-SDM)s］よりも有意に低かった（全て p < 0.001; Table 
2-1-2A）。16 ウェルゲルと 20 ウェルゲル間では、Mb の ln(B-SDM) を除いて［すなわち
Mb の ln(T-SDM)と ln(W-SDM)、Mf と Mn の ln(T-SDM)、ln(W-SDM)、および ln(B-SDM)
において］、16 ウェルゲルと 20 ウェルゲル間で有意な差はみられなかった（p 値省略）。
これらの結果から、マーカーバンドの全体の変動がゲル間の変動よりもゲル内の変動の
影響を強く受けたことが示唆された。 
サンプルバンド位置の変動（SDS）を Sb1、Sb2、Sf、および Sn を用いて検討した。
すなわち、各バンドの全体の変動、ゲル内の変動、およびゲル間の変動の自然対数値［順
に ln(T-SDS)、ln(W-SDS)、ln(B-SDS)］（Fig. 2-1-3B）と全バンドの平均値（Table 2-1-2B）
を、正規性の認められたバンドの位置データから計算した。Sb1、Sb2、および Sn のゲ
ル内の変動［平均 ln(W-SDS)s; 順に-2.19、-2.18、-2.14］は、全体の変動［平均 ln(T-SDS)s: 
順に-1.36、-1.37、-1.37］よりも有意に低かった（順に p < 0.001、p < 0.01、p < 0.01）。
一方ゲル間の変動［平均 ln(B-SDS)s: 順に-1.55、-1.62、-1.66］は、全体の変動［ln(T-SDS)］
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と有意な差がみられなかった（順に p = 0.470、0.492、0.285）。Sf の SDS については、
ゲル内の変動［平均 ln(W-SDS): -1.74］とゲル間の変動［平均 ln(B-SDS): -1.73］は、全
体の変動［平均 ln(T-SDS): -1.31］よりも有意に低かった（全て p < 0.001; Table 2-1-2B）。
これらの結果から、Sb1、Sb2、および Sn の全体の変動はゲル内の変動よりもゲル間の
変動の影響を強く受けたが、Sf の全体の変動はゲル間の変動の影響を強く受けなかった
ことが示唆された。 
次に、各微生物において 16 ウェルゲルの SDM と SDS を比較した。すなわち 16 ウェ
ルゲルを使用したときの Mb、Mf、および Mn の SDM と、Sb1（あるいは Sb2）、Sf、
および Sn の SDS をそれぞれ比較した。SDS のゲル間の変動［ln(B-SDS)s］は、SDM の
それ［ln(B-SDM)s］よりも異なるバンド間（Rf 値間）の振れが大きかった。すなわち
ln(B-SDS)s の CV の絶対値（Sb1: 0.354、Sb2: 0.441、Sf: 0.213、Sn: 0.531）は、ln(B-SDM)s
の CV の絶対値（Mb: 0.067、Mf: 0.089、Mn: 0.089）よりも極めて高かった。加えて SDS
のゲル間の変動［ln(B-SDS)s］の平均値は、SDM［ln(B-SDM)s］よりも有意に高かった
（全て p < 0.001; Table 2-1-2）。また ln(B-SDS) のの高・低は、ln(T-SDS) の高・低と連
動する傾向にあったが（Fig. 2-1-3B）、SDS のゲル内の変動［ln(W-SDS)］は SDM のそ
れ［ln(W-SDM)］と同様に安定的であった。また SDM のゲル間の変動［ln(B-SDM)s］
も同様に安定的であった。すなわち ln(W-SDS) の CV の絶対値（Sb1: 0.061、Sb2: 0.066、
Sf: 0.055、Sn: 0.093）は、ln(W-SDM)（Mb: 0.067、Mf: 0.089、Mn: 0.089）や ln(B-SDM)
（値は上記参照）のそれと大きな違いが認められなかった。加えて、全バンドの平均
ln(W-SDS) は平均 ln(W-SDM) と大きな違いが認められず（順に p = 0.989、0.995、0.696、 
0.970; Table 2-1-2）、両者は平均 ln(B-SDM) よりも大きかった（p 値省略）。20 ウェルゲ
ルの SDM と 16 ウェルゲルの SDS の比較でも上記と同様の傾向が認められた（p 値省
略）。これらの結果から、SDM と SDS 間ではゲル内の変動値に差がなかったが、SDS
の全体の変動は SDM よりも SDS のゲル間の変動が大きいことにより、SDM よりも振
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れが大きく平均値が高かったことが示された。 
 
2.1.3.4 真菌サンプル（Sf）における全体の変動の安定性 
Sf の全体の変動［ln(T-SDS)s］は Sb1、Sb2、Sn よりもバンド間の振れが小さく、ま
た値が低い傾向にあった。すなわち Sf の ln(T-SDS) における CV の絶対値（0.146）が、
Sb1（0.328）、Sb2（0.512）、および Sn（0.394）よりも低く（Table 2-1-2B）、また Sf の
ln(T-SDS)（< -0.875）が Sb1（< -0.062）、Sb2（< -0.343）、および Sn（< -0.170）よりも
低い傾向にあった（Fig. 2-1-3B）。Sf における全体の変動の安定性は、Sf の ln(T-SDS)
が Sb1、Sb2、Sn のようにはゲル間の変動の影響を強く受けなかったこと（2.1.3.3 項）
に起因すると考えられた。 
 
2.1.3.5 DNM と全体の変動との相関 
単回帰分析の結果、最も近いマーカーバンドとの泳動距離（DNM）が大きいほど Sn
の全体の変動［ln(T-SDS)］が大きくなった（p < 0.001）。一方で Sb1 と Sb2（両サンプ
ルのデータを合わせて検討）や Sf では、同様の傾向が認められなかった（Sb1・Sb2: p = 
0.341、Sf: p = 0.665; Fig. 2-1-4A）。しかし Sb1 と Sb2 については、B8 バンド付近で見ら
れたサンプルバンドの不安定性（2.1.3.2 項参照）やサンプルバンドの位置の変動の振れ
が大きかったこと（2.1.3.3 項参照）から、DNM によらないバンド位置の不安定性がこ
の影響評価の精度を低くしたかもしれない。真菌解析用マーカー（DGGE Marker IV）
のバンド間隔（平均 5.6 mm）は線虫解析用マーカー（DGGE Marker V）のバンド間隔
（平均 9.5 mm）よりも狭いため、Sf の各バンドの DNM は Sn の DNM よりも小さい傾
向にあった。それゆえに真菌解析用マーカーの狭いバンド間隔は、Sf の全体の変動が
Sn よりも低かったことと関係していると考えられた。このように Sf と Sn の比較の結
果、マーカーバンド間隔の最適化が変動低減に重要であると考えられた。また DGGE  
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Fig. 2-1-4. The correlations between ln(T-SDS), and DNM and Rf value. Single regression 
analyses between ln(T-SDS) and (A) DNM (migration distance from the nearest marker band) or 
(B) Rf value were performed for the band positions obtained from bacterial (Sb1 and Sb2), fungal 
(Sf), and nematode (Sn) DNA, respectively, in 16-well gel (Sb-16, Sf-16, and Sn-16, 
respectively). The values of the Rf unit (%) were shown on the top of each graph. Closed circles 
and triangles indicate total variations [ln(T-SDS)s] of Sb1/Sf/Sn and Sb2, respectively. For 
bacteria, the analyses were performed for combined data of Sb1 and Sb2, and a curvature test was 
conducted by quadratic regression for the correlation between ln(T-SDS) and Rf value (x2: p = 
0.063, x: p = 0.071). 
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Marker IV は DGGE Marker V よりも標準マーカーとして適切と考えられた。しかし、
DGGE Marker V の広いマーカーバンド間隔の間にマーカーバンドを補い、DGGE Marker 
IV と同程度のバンド間隔にすることで、その欠点を補える可能性がある。これまでに
マーカーバンドの適切なバンド数について調査された報告はあるが[31]、そこではバン
ド間隔が示されていなかった。泳動方向上の解析範囲が異なれば、同じバンド数でもバ
ンド間隔が異なる。よって、解析範囲によらないマーカーバンド間隔の情報を示す方が
より合理的と思われる。 
 
2.1.3.6 Rf 値と全体の変動との相関 
Sn では Rf 値が高くなると SDS の全体の変動［ln(T-SDS)］が有意に低くなった（p < 
0.01）。一方で Sf では両者の間で有意な相関が認められなかった（p = 0.194）。Sb1 と Sb2
については、中央寄りの Rf 値よりも低い、あるいは高い Rf 値で全体の変動が大きい傾
向にあった（x2: p = 0.063、x: p = 0.071; Fig. 2-1-4B）。本研究では、各マーカー間や各マ
ーカーの異なるバンド間でマーカーバンド間隔が異なるため、Rf 値と全体の変動との
関係についての微生物間の傾向の違いはこれらの要因の組み合わせに起因するであろ
う。その具体例として、Sn でみられた Rf 値が高くなると全体の変動が低くなる傾向は
（Fig. 2-1-4B）、線虫解析用マーカーの Rf 値が高くなるとマーカーバンド間隔が狭くな
る傾向（Fig. 2-1-2）と関係しているかもしれない。 
 
2.1.3.7 ゲル内におけるレーン間の変動 
16 ウェルゲルではゲルの左右両側に近いレーンほど、Mb、Mf、および Mn の SDM
における各レーンの変動［ln(L-SDM)s］が有意に増加した（順に p < 0.05、p < 0.05、p < 
0.001）。一方 20ウェルゲルでは、レーン間で有意な差は認められなかった（順に p = 0.351、
p = 0.105、p = 0.611; Fig. 2-1-5）。この結果は、本研究の泳動レーンの配置（Fig. 2-1-1） 
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Fig. 2-1-5. Each-lane variations of band positions [ln(L-SDM)s]. ln(L-SDM)s obtained by 
loading DGGE Markers III (Mb: closed circle), IV (Mf: open circle), and V (Mn: open triangle) 
in sample lanes of 16-well gel (M-16) and 20-well gel (M-20) were plotted for distances from 
the edge of a gel, with approximate lines (solid lines for Mb, dotted lines for Mf, and double 
lines for Mn). 
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については、16 ウェルゲルでは左右両側のゲルの歪み[49]の影響を受けたのに対し、20
ウェルゲルでは影響を受けなかったことを示している。16 ウェルゲルと 20 ウェルゲル
のバンドパターンの使用範囲（16 ウェルゲル: 88 mm、20 ウェルゲル: 89 mm; Fig. 2-1-1）
がほぼ同じであるため、使用ウェル数や内側のサンプルレーン数（16 ウェルゲル: 2 レ
ーン、 20ウェルゲル: 4レーン; Fig. 2-1-1）が ln(L-SDM) に影響を与えたと考えらえた。
それゆえにレーン間の変動における均一性の観点から、20 ウェルゲルのレーン配置が
16 ウェルゲルよりも適切であると考えられた。具体的には、本研究の 20 ウェルゲルの
レーン配置のように、左右両側のマーカーレーンの間隔よりも中央側の間隔を広く取る
ことで、16 ウェルゲルでみられた相対的に高かった左右両側の変動が低減し、全レー
ンで平均化すると考えられた。しかしながら 16 ウェルゲルと 20 ウェルゲルの間でゲル
内の変動の差が認められなかった（2.1.3.3 項）ことから、ウェル数やレーン配置の全体
の変動に及ぼす影響はゲル間の変動の影響に比べると小さいと考えられた。 
 
2.1.3.8 非正規性データで認められたゲル間の変動 
正規性の認められなかった 10 バンド（2.1.3.1 項）のうち 8 バンドでは、10 枚あるい
は 15 枚の検討ゲル中の 1～3 枚で外れ値が検出された（Table 2-1-3）。しかし、それらの
外れ値を除いた場合は正規性が認められた。DGGE ゲルでは、変性濃度勾配が手動で作
られるため、一部のゲルの一部の位置に他のゲルとは大きく異なる変性濃度勾配が形成
されてしまったのかもしれない。一方、残りの 2 バンドでは外れ値がみられなかった。
しかし IQR が他の 8 バンドよりも広く（Table 2-1-3）、またゲルが異なると変動値が大
きく異なることがデータの分布から観察された（データ省略）ため、この 2 つのバンド
の非正規性は顕著なゲル間の変動によるものと考えられた。このことは、正規性データ
でも認められたバンドそれ自体の不安定性によるものか（2.1.3.5 項）、あるいはそれら
のバンドの Rf 値付近では変性濃度勾配が恒常的に不安定である可能性がある。 
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Number of gels
/total gels
Number of lanes
/each gel
Normality
test
Total variation in SDS
[ln(T-SDS)s]
Sb1 9.4 0.56 3.3 1/15 8 pass -1.05
38.8 0.16 0 2/15 3, 2 pass -0.96
Sb2 16.6 0.65 10.5 0/10 0 - -
25.2 0.4 6.9 1/10 8 pass -2.23
32.2 0.49 0.1 2/10 5, 3 pass -1.36
47.6 0.23 0.3 2/10 5, 5 pass -2.02
63.6 1.62 0.6 0/10 0 - -
Sf 32.1 0.32 5.4 3/10 1, 1, 6 pass -1.52
Sn 53.2 0.25 5.5 2/10 1, 8 pass -1.74
97.3 0.16 4.8 2/10 1, 8 pass -2.21
DNM3
(Rf scale)
Sample
DNA
Median
(Rf value, %)
IQR2
(Rf scale)
Outlier detection For data after outliers were deleted
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Table 2-1-3. Band position data that were not normally distributed1. 
1The Kolmogorov-Smirnov test for normality of distribution was performed for the position data of 
each band. 
2IQR: interquartile range 
3DNM: migration distance from the nearest marker band 
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2.1.4  まとめ 
本研究では土壌細菌、真菌、および線虫群集用の 3 種の DGGE 条件で、マーカーバ
ンドによって標準化されたバンド位置の変動を評価した。大きな割合を占めた正規性デ
ータの解析では、全ての DGGE 条件で SDM の全体の変動［ln(T-SDM)s］はゲル間の変
動よりもゲル内の変動の影響を強く受けた。一方、細菌と線虫の SDS の全体の変動
［ln(T-SDS)］はゲル内の変動よりもゲル間の変動の影響を強く受けたが、真菌の SDS
の全体の変動［ln(T-SDS)］はそれらのようなゲル間の変動の影響を強くは受けなかった。
SDM と SDS の比較では SDS における大きなゲル間の変動によって、SDS の全体の変
動［ln(T-SDS)］では SDM の全体の変動［ln(T-SDM)］よりもバンド間での振れが大き
く、また全バンドの平均値が高かった。真菌と線虫の ln(T-SDS) の比較により（Fig. 
2-1-4A）、マーカーバンド間隔が狭い方がゲル間の変動が低くなり、全体の変動の低減
につながると考えられた。それゆえに、真菌解析用マーカーの DGGE Marker IV のバン
ド間隔は、線虫解析用マーカーの DGGE Marker V よりも適切と考えられた。細菌の全
体の変動［ln(T-SDS)］では、マーカーバンドの B3 と一部のサンプルバンドでバンド位
置の不安定性が認められ（Fig. 2-1-3A）、マーカーに使うバンドの安定性を事前に確認
する重要性が示された。一方で、各レーンの変動［ln(L-SDM)］の解析で示された本研
究のレーン配置におけるウェル数の影響（Fig. 2-1-5）は、ゲル間の変動の影響と比べる
と小さいと思われた。さらに一部の非正規性データの検討から、顕著なゲル間の変動や
一部のゲルでの局所的な変動が認められた。これらのバンド位置の変動に関する詳細な
情報は、複数ゲルに渡る DGGE 解析でのマーカーの最適化や、より正確なバンドの同
定を図る上で役立つと思われる。 
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2.2 PCR-DGGE 解析法の最適化 
 
2.2.1 研究背景 
DGGEゲル画像の処理には、GelCompar II、その上位ソフトであるBioNumerics（Applied 
Maths）、TotalLab 120（Phoretix 1D Advanced, Non-Linear Dynamics）、Quantity One（Bio-Rad）
等の市販のゲル解析ソフトが使われる[31]。その処理にはまず解析レーンの指定、バン
ド位置の標準化、バンドの検出の工程を経る（2.1.2.6項参照）。次いで複数ゲルの比較
解析を行う場合、DGGEでは第2.1節で示したように同一バンドでも位置の変動がみられ
るため、その変動幅を考慮して未知のサンプルバンドに対してバンド位置の分類（バン
ドマッチング）を行う[55]。 
ソフトウェアに付随するバンドマッチング機能を用いる場合、ユーザーがバンド位置
の変動幅、すなわち同一バンドと識別する最大の移動距離の差（位置許容差、position 
tolerance：PT）を設定する。しかし、実際に変動幅を考慮してPTを設定したとしてもし
ばしば間違った分類が行われてしまうことがある[63]。すなわち、PTの泳動方向上の位
置次第でバンドの分類のされ方が変わってしまう。また、本研究で用いたソフトウェア
（GelCompar II）にはPTの最適値を算出するプログラムが付随しているが、DGGEにみ
られるバンド位置の変動は考慮されていない。 
以上を踏まえ、本節ではまず第2.1節で得られたバンド位置の変動値に基づいてPTの
最適値を決定した。次にPTの泳動方向（Rf値）上の位置を定め、バンドマッチングの
最適化を図った。一方で、PCR-DGGEを用いた農地土壌の微生物群集解析における他の
工程については本研究以前に最適化されている。バンドマッチングに加えてそれらの工
程を適切に行うことで、総合的に実験精度の向上を図ることが望まれることから、補足
事項としてそれらの工程の最適化についても触れた。 
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2.2.2  実験方法 
2.2.2.1 位置許容差（PT）の決定 
データが正規分布に従う場合、平均値±SD の範囲にデータが含まれる確率は 68％、
平均値±2SD の範囲には 95％となる。そこで危険率 5%未満（p < 0.05）として±2SD
（T-SDS）、すなわち 4×T-SDS の範囲をバンド位置の変動幅（PT）とするのが統計学的
に適切と思われた。この考え方に従って生物種毎に PT（全バンド位置共通の PT）を算
出した。一方 Sn サンプルでは全体のバンド位置の変動［ln(T-SDS)］と DNM（2.1.3.5
項）および Rf 値（2.1.3.6 項）との間に有意な相関が認められたことから（Fig. 2-1-4）、
バンド位置毎に PT をより精度高く推定できる可能性が示唆された。よって ln(T-SDS)
を目的変数、Rf 値と DNM を説明変数とする重回帰分析を行い、バンド位置データを用
いた PT の推定を試みた。 
 
2.2.2.2  PT の中心位置の決定 
もし PT の中心位置を同一バンドの平均 Rf 値（正規分布の中心位置）に定めること
ができれば、バンドマッチング率が最も高くなることが期待できる。しかし未知試料の
バンドパターン解析ではその平均 Rf 値は不明である。そこで過去に得られたバンドの
出現傾向からその位置の推定を試みた。供試データとして、PCR-DGGE 標準解析法
[32-35]を用いて得られた細菌 2,522 点（ゲル 270 枚）、真菌 2,542 点（ゲル 279 枚）、線
虫 861 点（ゲル 92 枚）の土壌サンプルのバンドパターンの数値データを用いた。その
数値データに基づき生物種毎に Rf 値尺度で 0.01%毎のバンドの出現頻度を集計し、フ
ーリエ変換および逆変換（周波数の帯域を制限、すなわち高周波帯域を除去）によって
ノイズを低減した。フーリエ変換および逆変換は KaleidaGraph Ver. 3.52 のマクロプログ
ラムを用いて行い、1/32 と 1/64 にそれぞれ帯域を制限した場合の出現傾向を折れ線グ
ラフで表した。 
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2.2.2.3 GelCompar II における PT の検証 
 GelCompar II に付随するバンドマッチング機能を用いるにあたって、2.2.2.1 項で決定
した PT が適切かどうかの検証を行った。検証にあたり、第 2.1 節で用いた土壌 DNA サ
ンプル（Table 2-1-1）のうちの Sb1、Sf、および Sn の DGGE バンド（それぞれ 23、20、
21 バンド；Table 2-1-2B）の複数ゲルに渡る位置データを供試した。各バンドの位置デ
ータに対して、0.5%から 2.0%にかけて 0.1%刻みで段階的に設定した PT 毎にバンドマ
ッチングを行い、バンドマッチング率とバンドマッチング後の位置データに基づくバン
ド位置の変動（SD）を算出した（いずれも全 Rf 値の平均値）。 
 
2.2.2.4 DGGE バンドのシーケンス解析データの集計 
 過去の研究で得られた DGGE バンドのシーケンス解析データを集計し、バンド位置
と微生物の分類群との対応を調べた。およそ PT の範囲で複数のバンドから同一の近縁
種が認められた場合は、それらのバンドの平均 Rf 値と近縁種の対応とした。シーケン
ス解析は 3.2.2.4 項で示した方法に準ずる。 
 
2.2.3 結果および考察 
2.2.3.1 バンドマッチングの最適化（１）PT 
細菌、真菌、および線虫での PT の平均値は、それぞれ 1.02%、1.08%、および 1.02%
（Rf 値尺度に基づく）となった（Table 2-1-2C）。一方で全体のバンド位置の変動
［ln(T-SDS)］を目的変数、Rf 値および DNM を説明変数とした重回帰分析を行った結
果、Sn サンプルでは有意な推定式 ln(T-SDS) = -0.07015 Rf value + 0.130993 DNM 
-1.531654（p < 0.05）が得られた。よって線虫ではこの推定式に基づき各バンド位置の
PT を精度高く推定できると考えられ、これにより PT を決定した（但し、上記の平均値
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1.02%を下回る PT が導出された場合は平均値を採用）。一方、細菌・真菌では有意な推
定式が得られなかったため（データ省略）、細菌・真菌では、PT の平均値を PT と決定
した。 
 
2.2.3.2 バンドマッチングの最適化（2）PT の中心位置 
フーリエ変換および逆変換により、バンド位置で異なる出現頻度の傾向が認められた
［Fig. 2-2-1A/B/C (i)］。また得られた出現頻度の複数のピークは、それぞれその Rf 値付
近で最もバンドの出現しやすい位置を示しており、その付近のバンドが全て同一バンド
（同一塩基配列由来のバンド）である場合は、同一バンドの正規分布の平均位置と近似
すると考えられる。よって、その Rf 値を PT の中心位置とすることでバンドマッチン
グの精度が高まると考えられた。しかし帯域を 1/32 に制限すると、2.2.3.1 項で定めた
PT の範囲に複数のピークがみられる場合があり、複数のバンドが混在している可能性
が示された。一方で帯域を 1/32 より１段階狭い 1/64 に制限すると、概ね PT 以上の間
隔でピークがみられたが、ピーク幅が PT よりも広くなる傾向が強まり、同一バンドの
変動が、第 2.1 節で算出した値よりも大きい可能性が示された。このことは同時に、PT
を適切に設定しても同一バンドの識別における信頼度が低くなる可能性を示している。
しかし一方で、複数のバンドの出現頻度分布が重なり合って広くなった可能性も考えら
れた。このように、帯域制限の設定値が異なるとノイズの低減の程度が異なるために、
ピークの出現傾向も異なる。しかし DGGE では PT の範囲内の異なるバンドの識別精度
は統計的に担保されないことから、本研究では概ね PT 以上の間隔でピークが得られた
1/64 に帯域を制限したときの出現傾向のピーク位置を PT の中心位置とみなした。以上
により前項で決定した PT とこの PT の中心位置をバンドマッチングの最適化法のパラ
メータとした［Fig. 2-2-1A/B/C (ii)］。しかし複数の異なるバンドが PT の範囲内に存在
する可能性が示されたことから、適宜帯域制限 1/32 のピークも参照し生のゲル画像に 
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Fig. 2-2-1. Distribution of detection frequency of DGGE bands. (i) Solid and dotted black lines 
indicate distribution of detection frequency of bands along Rf values of (A) bacterial, (B) fungal, 
and (C) nematode DGGE when the band is limited to 1/64 and 1/32, respectively, in Fourier 
transformation. Similarly, a red solid line indicates tendency of the relative intensity height of 
bands when the band is limited to 1/64. (ii) Central positions (Rf values) of position tolerance 
(PT) with PT ranges for optimized band matching. Peak positions in distribution of detection 
frequency when the band is limited to 1/64 were used for the central positions of PT. 
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34 
 
R
f 
v
a
lu
e
 (
%
) 
Fig. 2-2-1 (continued) 
(ii) 
Rf value
0.1 -0.4 0.7
2.1 1.5 2.6
4.0 3.3 4.7
6.6 5.6 7.5
8.5 7.3 9.7
10.7 9.1 12.4
14.3 12.8 15.7
16.2 15.1 17.3
18.8 18.0 19.5
21.3 20.8 21.9
22.6 22.1 23.1
24.6 24.1 25.1
27.1 26.6 27.7
29.1 28.4 29.7
32.9 32.0 33.8
35.5 34.9 36.1
37.4 36.9 37.9
40.6 40.1 41.1
43.2 42.7 43.7
46.4 45.7 47.1
49.0 48.0 49.9
50.9 50.1 51.7
53.5 52.9 54.1
56.7 56.2 57.2
59.3 58.8 59.8
60.5 60.0 61.1
62.5 62.0 63.0
65.0 64.4 65.7
67.0 66.2 67.8
73.4 72.9 73.9
77.3 76.7 77.8
79.2 78.7 79.7
82.4 81.9 82.9
83.7 83.1 84.2
86.3 85.7 86.8
88.8 88.3 89.3
91.4 90.9 91.9
92.7 92.2 93.2
94.6 94.1 95.1
95.9 95.4 96.4
97.8 97.3 98.3
100.4 99.9 100.9
Position ｔorelance
C 
(i) 
0 0.0002 0.0004 0.0006
0 0.01 0.02 0.03
-5
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
95
100
105
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
35 
 
立ち返りながら PT とその中心位置を適宜補正することで、バンドマッチングの精度が
向上すると考えられた。 
出現頻度の高い Rf 値で特にピーク幅が広い傾向がみられた。これに関連して、出現
頻度の高い Rf値ではバンドの相対強度が高い傾向にあり（3種のDGGEとも、p < 0.001）、
相対強度の高いバンドの幅は広いためにバンド位置の誤差が大きくなることから、その
Rf 値におけるバンド位置の変動値が比較的大きいと思われた（また経験的に、相対強
度の高いバンドは同じ配列由来のバンドでも Rf 値が高くなる傾向がある）。従って、こ
のことがピーク幅を広くしていると推察された。以上から、相対強度の高いバンドでは
決定した PT よりも広く範囲をとった方がよいと考えられ、その補正をすることでバン
ドマッチングがより適正化すると考えられた。 
 
2.2.3.3 GelCompar II を用いたバンドマッチングの最適化 
GelCompar II のバンドマッチング機能で PT を段階的に設定した結果、全ての生物種
で PT が 0.5%から 1%位にかけてバンドマッチング率が顕著に上昇し、またバンド位置
の変動が顕著に低下する傾向があった（Fig. 2-2-2）。バンドマッチング率が最も高くバ
ンド位置の変動が最も低かった範囲は、細菌で PT が 1.0—1.6%、真菌で 1.0—1.4％、線虫
で 1.3—2.0%の範囲であった。よって GelCompar II ではその範囲で PT を設定するのが妥
当と考えられた。細菌と真菌では、2.2.3.1 項で決定した PT（それぞれ、1.02%、1.08%; 
Table 2-1-2C）がその範囲内に入り、それらのPTはGelCompar IIでも適切と推察された。
従って GelCompar II を用いてバンドマッチングを行う際は、その少数第 2 位を切り上げ
て細菌・真菌とも設定値を 1.1%に定めた。線虫では推定式（2.2.3.1 項）に基づいて算
出した PT が 1.02—3.28%の範囲であり、本項の結果の範囲を含んだ。しかし GelCompar 
II では PT を一定値に定める必要があるため、設定値を双方の範囲内の 1.5%と定めた。
GelCompar II を用いたバンドマッチングの最適化法の手順としては、まずこの設定値で 
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Fig. 2-2-2. Evaluation of position tolerance in the band matching. The same DNA samples 
were loaded in all lanes of all tested gels of (A) bacterial, (B) fungal, and (C) nematode 
DGGE respectively and the band matching was performed using a software package, 
GelCompar II. Black circles indicate ratio that the same bands were classified into the same 
band class when the band matching was performed at each position tolerance. White circles 
indicate standard deviations of the average band positions after the band matching. 
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バンドマッチングを行い、続いて 2.2.3.2 項で示された PT の中心位置［Fig. 2-2-1A/B/C 
(ii)］を参照し、不適切と思われたバンドマッチングを修正していくことを提案する。 
 
2.2.3.4 バンド位置と微生物の分類群との関係   
過去に行った DGGE バンドのシーケンス解析データを集計した結果を Table 2-2-1 で
示した。バンドのシーケンス解析の集計の結果、そのうちのいくつかの Rf 値からは同
一の分類群の近縁種が頻出した。具体的には真菌で Rf-11.7（Mortierella 属）、Rf-31.6
（Pythium 属）、Rf-38.7（Fusarium 属）、Rf-62.6（Chaetmiaceae 科）、線虫で Rf-24.6
（Acrobeloides 属）、Rf-40.6（Tylenchida 目）、Rf-59.3（Pratylenchus 属）、Rf-77.3・Rf-79.2
（Enoplea 綱）が挙げられる（Table 2-2-1）。細菌ではデータ量が少なく、同一の分類群
が頻出した Rf 値は見い出せなかった。Table 2-2-1 で示した Rf 値のうち、真菌の Rf-39.4
と線虫の Rf-39.5、Rf-58.6 は Fig. 2-2-1 で示した PT の範囲に含まれなかった。しかしそ
れらの Rf 値ではバンドの出現頻度が高く、相対強度の高いバンドが検出される傾向が
あったことから、2.2.3.2 項で述べたように PT はその範囲よりも広いと想定された。よ
ってここではそれぞれ Rf-38.7、Rf-40.6、Rf-59.3 と同一とみなし、上記の分類群との対
応を示した。 
一方バンドの出現頻度が低かった Rf 値付近のバンドでは、データの蓄積が少なくて
一概には断定できないものの、過去のシーケンスデータはあまり参考にならないと思わ
れる。すなわち地球上の細菌・古細菌、菌類、線虫の種数は 100 万以上といわれ[64-66]、
また１つの土壌生態系では、全微生物を合わせると最大数万の種が存在する[67-69]ため、
土壌群、土性、気候、作物の種類や栽培管理が異なると微生物の構成がさまざまに異な
る可能性がある。従って同一位置のバンドであっても異なる微生物由来の可能性がある
[29]。同一農地のサンプルで、同一位置に現れたバンドについては、同一微生物由来の
可能性が高いと思われる。 
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A taxonomic group was determined for each sequence data based on National Center for 
Biotechnology Information (NCBI). When the same close relative is found from plural 
bands, an average Rf value of the plural bands and a corresponding taxonomic group are 
shown. 
Table 2-2-1. Sequence analyses of DGGE bands. 
Organisms Rf value
Number of
samples
Phylum Class Order Family Genus
Bacteria 18.0 2 Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Enterobacter
20.6 1 Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas
20.6 1 Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Cellvibrio
21.0 2 Firmicutes Bacilli Lactobacillales Weissella
27.2 2 Proteobacteria Alphaproteobacteria
32.8 3 Chloroflexi Ktedonobacteria Ktedonobacterales Ktedonobacteraceae Ktedonobacter
32.8 3 Actinobacteria Actinomycetales Streptomycetaceae Streptomyces
33.1 2 Actinobacteria Actinomycetales Corynebacteriaceae Corynebacterium
41.0 3 Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes Gemmatimonadales
51.0 3 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus
54.9 3 Acidobacteria
60.2 2 Proteobacteria Gammaproteobacteria
64.8 2 Proteobacteria Alphaproteobacteria
67.3 2 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Mycobacteriaceae
67.8 4 Streptophyta Liliopsida Poales Poaceae Bambusa
70.7 2 Actinobacteria Actinomycetales Micromonosporaceae Rugosimonospora
85.6 2 Chloroflexi Ktedonobacteria Ktedonobacterales Thermosporotrichaceae
Fungi 7.0 2 Basidiomycota Agaricomycetes Cyphellaceae
11.7 17 Mortierellales Mortierellaceae Mortierella
22.5 2 Ascomycota
22.8 4 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Hypocrea
23.1 2 Basidiomycota Tremellomycetes Filobasidiales Cryptococcus
25.8 6 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Hypocrea
25.8 5 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma
26.6 5 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium
26.6 2 stramenopiles Oomycetes Pythiales Pythiaceae Pythium
27.0 6 Mucorales Rhizopodaceae Rhizopus
29.0 2 Ascomycota Sordariomycetes Coniochaetales Coniochaetaceae
29.0 2 Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium
30.4 5 Basidiomycota Tremellomycetes Tremellales Trichosporon
31.6 8 stramenopiles Oomycetes Pythiales Pythiaceae Pythium
31.7 3 Mucorales Rhizopodaceae Rhizopus
32.5 3 Ascomycota Pezizomycetes Pezizales Ascodesmidaceae Eleutherascus
33.8 2 Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus
34.1 2 Mucorales Mucoraceae Amylomyces
34.3 7 Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Plectosphaerellaceae
36.3 3 Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus
36.7 2 Basidiomycota Ustilaginomycetes Ustilaginales Ustilaginaceae Sporisorium
37.0 4 Ascomycota Leotiomycetes Pseudeurotiaceae Pseudogymnoascus
37.1 2 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria
38.9 3 Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus
39.4 14 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium
48.8 2 Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Polyporaceae Pycnoporus
50.2 2 Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Mycosphaerellaceae
52.4 2 Mucorales Cunninghamellaceae Cunninghamella
52.8 3 Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales
54.8 2 Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales mitosporic Herpotrichiellaceae
62.6 5 Ascomycota Chaetomiaceae Humicola
62.6 2 Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium
62.6 2 Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Thielavia
65.4 2 Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales mitosporic Herpotrichiellaceae
66.0 2 Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae
69.3 2 Basidiomycota Tremellomycetes Cystofilobasidiales Cystofilobasidiaceae Cystofilobasidium
73.5 2 Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium
75.9 6 Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Pichiaceae Pichia
82.2 2 Arthropoda Collembola Bourletiellidae
95.6 2 Arthropoda Arachnida Oribatida Brachychthoniidae Liochthonius
100.5 2 Arthropoda Collembola Bourletiellidae
Nematoda 18.5 2 Nematoda Chromadorea Ascaridida Cucullanidae Truttaedacnitis
24.3 8 Nematoda Chromadorea Rhabditida Cephalobidae Acrobeloides
29.4 2 Nematoda Chromadorea Rhabditida Cephalobidae Acrobeloides
39.5 2 Nematoda Chromadorea Tylenchida
43.0 2 Nematoda Chromadorea Rhabditida Cephalobidae Acrobeloides
46.7 3 Nematoda Chromadorea Ascaridida Cucullanidae Truttaedacnitis
58.6 7 Nematoda Chromadorea Tylenchida Pratylenchidae Pratylenchus
64.4 2 Nematoda Enoplea Triplonchida Tobrilidae
72.3 2 Nematoda Chromadorea Diplogasterida Neodiplogasteridae Pristionchus
73.2 3 Nematoda Chromadorea Rhabditida Rhabditidae Rhabditis
73.5 2 Nematoda Enoplea Dorylaimida Longidoridae Xiphinema
75.4 4 Nematoda Enoplea Triplonchida Tobrilidae
77.6 6 Nematoda Enoplea Dorylaimida Aporcelaimidae Aporcelaimellus
78.6 2 Nematoda Enoplea Triplonchida Prismatolaimidae Prismatolaimus
79.9 2 Nematoda Enoplea Mononchida Mononchidae Mononchus
81.8 2 Nematoda Enoplea Triplonchida Tobrilidae Tobrilus
82.1 2 Nematoda Chromadorea Tylenchida Tylenchidae Filenchus
87.4 3 Nematoda Chromadorea Rhabditida Rhabditidae Parasitorhabditis
88.1 2 Nematoda Chromadorea Monhysterida Monhysteridae Tridentulus
88.5 3 Nematoda Chromadorea Rhabditida
88.8 2 Nematoda Enoplea Triplonchida Prismatolaimidae Prismatolaimus
91.0 3 Nematoda Chromadorea Araeolaimida Plectidae
92.5 1 Nematoda Enoplea Dorylaimida Dorylaimidae Wilsonema
93.7 7 Nematoda Chromadorea Monhysterida Monhysteridae
95.4 2 Nematoda Enoplea Dorylaimida Dorylaimidae Wilsonema
95.9 2 Nematoda Chromadorea Araeolaimida Haliplectidae
97.6 2 Nematoda Chromadorea Rhabditida Cephalobidae Cephaloboides
99.7 8 Nematoda Enoplea Triplonchida Tobrilidae Tobrilus
100.0 1 Nematoda Chromadorea Araeolaimida Plectidae Plectus
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2.2.3.5 他の解析条件への本研究の適用 
 標準解析法の 3種のDGGE条件間で平均PTは大きく変わらなかったことから（2.2.3.1
項）、他の解析条件における PT も、高濃度と低濃度の変性濃度勾配差がこれらの DGGE
と同程度（20-30%）の場合は大きく変わらないと思われる。PT の中心位置については
標準解析法による過去の多数のデータに基づいて推定したため、他の解析条件へ適用は
できない。従って注目するバンドについては、全てのゲルでそのバンドを含むサンプル
を泳動したりバンドのシーケンス解析を行ったりすることによって、適宜その補完が求
められる。 
2.1.3.2項で示した 16S rDNAの解析におけるバンド自体に起因すると推察されたバン
ド位置の不安定性については、16S rDNA を用いた他の解析条件でも生じる可能性があ
り、留意する必要があると思われる。2.1.3.5 項で示した適切なマーカーバンド間隔やバ
ンド位置の変動と DNM との関係性に関するデータは、他の解析条件でのマーカーの最
適化を図る際にも参照できるであろう。また 2.1.3.8 項で示した一部のゲルの一部の Rf
値で局所的に大きなバンド位置の変動が起こる可能性や、ある Rf 値付近で変性濃度勾
配が恒常的に不安定になって大きなバンド位置の変動につながる可能性があることは、
他の解析条件でも留意する必要があると思われる。 
 
2.2.4 補足（その他の工程の最適化） 
2.2.4.1 土壌採取および DNA サンプルの準備 
土壌微生物は土壌中に不均一に存在するため、一農地を代表する土壌 DNA サンプル
を適切に準備するためにはその不均一性を考慮しなければならない。このことを踏まえ
て本研究では以下の工夫を行った。まず土壌採取は調査農地の 5 地点以上からおこない、
プラスチック袋にまとめて 1 サンプルとした。農地の土壌表面には肥料や農薬が高濃度
に集積していたり、不耕起の場合は根が密集したりするなど作土層でも特殊環境の可能
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性があるため、表土を鎌で削ってから深度 0–15 cm の土壌を検土杖等で採取した。採取
した土壌は 2 mm で篩別したが、その前後で土壌の入ったプラスチック袋に空気を入れ
て振り混ぜた。 
なお重粘土質土壌のように篩がけ困難な場合、その代替方法として蒸留水やバッファ 
ーで土壌を懸濁して DNA 抽出に供試することができる。予備試験において、最大で土
壌水分が 60％程度となるまで蒸留水を添加して DNA 抽出に供試し（供試量：0.4 mL）、
細菌・真菌の PCR-DGGE を行った。その結果、篩がけ法と同様の DGGE バンドパター
ンが得られることを確認している（未発表データ）。 
農地土壌における真菌群集の不均一性はこれまでの PCR-DGGE 解析でしばしば認め
られている（未発表データ）。すなわち、上記の方法で得られた土壌サンプルを用いて
3 連で DNA 抽出と PCR-DGGE を行った場合、経験的に 3 連のバンドパターンがしばし
ば異なる。このことから第 3.2 節の真菌群集の解析では 3 連で DNA 抽出と PCR-DGGE
を行い、DGGE データの主成分分析によりその中から中間的なスコアのサンプルを選定
して解析に用いた（3.2.2.5 項）。なお 3 連のうちの 1 つで極端値をとる場合があるため、
3 連の DNA 抽出物や PCR 産物を混ぜて次のステップに進むことは避けている。また液
体窒素で凍結した土壌を微粉砕すると、バンドパターンの不均一性が改善することが知
られている。それに対し細菌群集は比較的均一であり、経験的に 3 連で解析を行った場
合に大きなバンドパターンの差異が認められたことはない。よって第 3.2 節の細菌群集
の解析では、DNA 抽出から PCR-DGGE までの工程を 1 連で行った。これに関連して
Ranjard ら[70]は、DNA 抽出への土壌の供試量が 1 g 以下では真菌群集の解析結果にば
らつきがみられたが細菌群集ではそれがみられず、真菌群集の解析には 1 g 以上を使用
する必要があると報告している。以上により土壌真菌群集の解析では、実験計画の段階
から繰り返し実験やサンプル量等について検討した方がよいと考えられる。 
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2.2.4.2 DGGE 
バンド位置の変動を低く抑えてバンドマッチングの精度向上を図るために、変性剤濃
度勾配ゲルの作成条件を最適化した。具体的には、ゲル作成時の室温とゲルストック溶
液温度差を小さくし（本研究では室温を 10°C、ゲルストック溶液温度を 5°C とした）、
ゲルの重合速度がゲル板全体で一定となるようにした。また異なる変性剤濃度のゲルス
トックの混合条件を一定にするために、ゲル注入に際しグラジェントフォーマーは常に
同じロットのものを使用したり、注入時間を約 1 分に統一したり、ゲルストックを入れ
るシリンジのピストンの摩擦低減のためにシリンジを頻繁に交換したりした。またゲル
作成に用いる試薬のメーカーは統一し、ゲルストックの使用期限を設けた（本研究では
2 週間以内を目安とした）。泳動に際して、BIO-RAD Laboratories の DGGE 装置では、
前面と背面に 2 枚のゲルを設置して泳動することができるが、経験的に両者のバンドパ
ターンが多少異なるために前面のみを使用した。 
 
2.2.4.3 バンドの検出 
GelCompar II におけるバンドの自動検出の際の検出閾値の設定には、絶対強度に基づ
いて設定する方法と、各レーンのバンドの最大強度を基準にして設定する方法がある。
1 ゲル内の解析ではゲル間のバンドパターンの濃淡差を考慮する必要がないため、前者
の方法が適している。しかしゲル間の解析で濃淡差があると、同じサンプルを泳動した
としても検出されるバンド数が異なってしまう。一方後者の方法を用いると、各ゲルの
各レーンの最大強度に基づいてその濃淡差が補正される。よって本研究のゲル間の解析
では後者の方法を用いた。 
検出閾値に関しては、目視できるバンドが概ね検出されるように、細菌、真菌、およ
び線虫のそれぞれで最大強度の 5%、2%、2%と定めた。しかしサンプルによっては目
視できるバンドが検出されない場合があった。このような場合はバンドの自動検出の後、
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手動でそれらのバンドを付け足すか否か統一する必要があるが、本研究では手動での操
作は行わなかった。 
非常に近接した位置に 2 本以上のバンドが自動検出されることがあるが、実際は 1 本
のバンドである場合が多く、生のゲル画像を確認して適宜修正した。また PT 値の範囲
内に複数のバンドが検出された場合、それらのバンドは統計的に識別できない。しかし
画像において明らかに複数のバンドが存在する場合は、バンドマッチングの際にバンド
クラス（同一位置とみなすバンドのグループ）を追加した。 
 
2.2.4.4 バンドマッチング後の数値データの処理 
DGGE で泳動するサンプル量は同一 DNA 量（土壌微生物の群集解析では、ウェルの
大きさによって 100—200 µg 程度）に調整するため、各レーンのバンド強度の合計値は
理論的に同程度となるはずである。しかし実際にはその合計値がレーン間で大きく異な
ることがある。原因としては、サンプル間の DNA 純度の違いで同一 DNA 量に統一で
きなかった可能性や、解析範囲外にバンドが存在したために解析範囲内のバンドの合計
強度が低下した可能性が考えられる。よって本研究では、解析対象範囲のバンドの合計
強度が各レーンで 1 となるように相対強度のデータに変換した。 
 
2.2.5 まとめ 
本節では、第 2.1 節で示したようにバンドの大きな割合で位置データの正規性が得ら
れたことから、パラメトリックな考え方において PT と PT の中心位置を決定し、バン
ドマッチングの最適化を図った。PCR-DGGE 標準解析法を用いる際はこれを利用する
ことでバンドマッチングの精度向上と効率化が期待できる。また適宜生のゲル画像に立
ち返り、PT の範囲内に複数のバンドが存在しないか、また PT の範囲外のバンドでも同
一バンドの可能性がないかを検討することで、さらなる精度の向上を図られると考えら
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れた。一方標準解析法を用いない場合でも、本研究で決定した PT や適切なマーカーバ
ンド間隔等に関する情報を参照することができる。後半ではこれまでの経験や検討に基
づき、本研究で行ったバンドマッチング以外の工程における最適化された方法について
補足した。Fig. 2-2-3 には最適化された PCR-DGGE 解析の一連の工程を示した。これら
全ての工程を適切に行うことで、農地土壌の微生物群集解析の精度が高まることが期待
される。 
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Fig. 2-2-3 Procedure of optimized PCR-DGGE methods. 1Position tolerance. The band matching 
with and without using gel analysis software package (GelCompar II) is shown. 
Soil sampling (paragraph 2.2.4.1)
DNA extraction (paragraph 2.2.4.1)
PCR-DGGE (paragraph 2.2.4.2)
Band detection (paragraph 2.2.4.3)
Normalization of band position
Conversion to relative intensity (paragraph 2.2.4.4)
Setting PT1
(paragraph 2.2.3.3)
Correction of the center position of PT
(paragraph 2.2.3.2)
Software package
Setting PT1 and the 
center position of PT. 
(paragraph 2.2.3.1-2)
Band matchingBand matching
Microbial community analysis
Processing of DGGE profiles
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2.3 最適化したバンドマッチング法の検証 
 
2.3.1 はじめに 
本節では、2.2 節において定めたバンドマッチングの最適化法を検証した。最適化の
3 つの段階、すなわち①最適化前、②位置許容差（PT）の最適化、③PT および PT の中
心位置の最適化、を設けて微生物群集解析の結果を比較した。 
 
2.3.2 実験方法 
2.3.2.1 供試サンプル 
 3.1 節で用いた 5 地点、北海道芽室市（芽室）、福島県福島市（福島）、茨城県つくば
市（つくば）、神奈川県平塚市（平塚）、および青森県弘前市（弘前）の農地土壌サンプ
ルのうち、弘前を除く 4 地点のサンプルの細菌、真菌、および線虫群集の DGGE ゲル
画像を本検証のテストサンプルとして用いた（Table 2-3-1、3.1.3.1 項）。 
 
2.3.2.2 検証方法 
DGGE ゲル画像の処理の工程のうち、GelCompar II による解析レーンの指定、バンド
位置の標準化、およびバンドの検出までを 2.1.2.6 項に準じて行い、続いて次の 3 種の
条件でバンドマッチングを行った。すなわち①GelCompar II に付随するプログラムで計
算された最適 PT を用いた場合、②2.2.3.3 項で決定した GelCompar II の PT を用いた場
合、さらに③②の数値データについて PT の中心位置の補正をした場合（2.2.3.2 項）で
ある。③ではその補正によりバンドクラスが減少し、バンドクラスに割り当てられない
バンドが生じたが、適宜バンドクラスを追加してバンドを割り当てた。①の PT は細菌、
真菌、線虫の順に 0.59%、0.48%、および 0.72%と計算された。②の PT は 2.2.3.3 項で
決定したように順に 1.1%、1.1%、および 1.5%である。①から③の条件で得られた絶対 
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Sampling site
(Prefecture)
Sample
name
Number of
replicates1
Latitude
/Longitude
Soil
Temperature
Sampling
date
Fertilizer management
Memuro M●g7 2 (2) 8.5 2007/7/18 Green manure
 (Hokkaido) M●c7 2 (2) Control
M○g7 2 2007/8/15 Green manure
M○c7 2 Control
Fukushima F●m7 2 (1) 13.8 2007/8/28 Cattle manure
 (Fukushima) F●n7 2 (2) Non fertilizer
F●c7 2 (1) Chemical fertilizer
F○m7 2 2007/10/25 Cattle manure
F○n7 2 Non fertilizer
F○c7 2 Chemical fertilizer
F●m8 2 2008/8/27 Cattle manure
F●n8 2 Non fertilizer
F●c8 2 Chemical fertilizer
F○m8 2 2008/10/17 Cattle manure
F○n8 2 Non fertilizer
F○c8 2 Chemical fertilizer
Tsukuba H●m7 2 (2) 15.5 2007/5/14 Cattle manure
 (Ibaraki) H●c7 2 Swine manure
H○m7 2 (2) Chemical fertilizer
H○c7 2 2007/9/18 Cattle manure
H●m8 2 Swine manure
H●c8 2 Chemical fertilizer
H○m8 2 2008/5/16 Cattle manure
H○c8 2 Swine manure
T●m7 2 Chemical fertilizer
T●s7 2 2008/10/3 Cattle manure
T●c7 2 Swine manure
T○m7 2 Chemical fertilizer
Hiratsuka T○s7 2 (2) 16.7 2007/9/2 Cattle manure
(Kanagawa) T○c7 2 (2) Chemical fertilizer
T●m8 2 2007/11/28 Cattle manure
T●s8 2 Chemical fertilizer
T●c8 2 2008/9/10 Cattle manure
T○m8 2 Chemical fertilizer
T○s8 2 2008/11/20 Cattle manure
T○c8 2 Chemical fertilizer
Hirosaki A09n 3 11.1 2009/7/17 Non fertilizer
 (Aomori) A09c 3 Chemical and organic fertilizer
A10n 3 2010/7/30 Non fertilizer
A10c 3 Chemical and organic fertilizer
A11n 3 2011/8/2 Non fertilizer
A11c 3 Chemical and organic fertilizer
N40ﾟ38'08"
/E140ﾟ22'04"
N42ﾟ53'21"
/E143ﾟ4'32"
N37ﾟ42'37"
/E140ﾟ23'29"
N35ﾟ21'04"
/E139ﾟ16'53"
N36ﾟ01'40"
/E140ﾟ06'01"
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1Number in parentheses indicate the number of replicates that were used in a study reported by Bao et. al. 
[42]. 
  
Table 2-3-1. Environmental data obtained from five Andosol sampling sites. 
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強度の数値データをそれぞれ相対強度に変換した（2.2.4.4 項）。なお、③の条件で得ら
れた数値データは 3.1 節で用いた数値データと同一である。 
 
2.3.2.3 統計解析 
微生物群集解析として、2-way クラスター分析と非計量多次元尺度法（non-metric 
multi-dimensional scaling, NMDS）を行った。2-way クラスター分析にはユークリッド距
離・ウォード法を、NMDS の類似度指数には Bray-Curtis 指数を採用した。2way クラス
ター分析では、相対強度の数値データ（2.2.4.4 項）をさらに 4 段階の順位尺度に変換し
て供試した（3.2.2.5 項）。多次元尺度構成法（MDS）は、サンプル間の距離（非類似度）
を求め、その距離をなるべく維持したまま低次元上の座標値を求める解析法で、計量
（metric）MDS と非計量（non-metric）MDS（NMDS）に大別される。後者は、質的デ
ータの解析を視野に入れて計量 MDS を発展させたものである。Bray-Curtis 指数は、種
組成の情報のみを利用し標本サイズの違いを考慮しない指数であり、Bray-Curtis 指数
に基づく NMDS は、ゼロの多い行列を解析したりパターンの類似度に従って比較した
りするのに特に適しているとされる[71]。こうした特徴はゼロの多い行列を持ち、かつ
標本サイズが１の相対強度データに変換した DGGE の数値データへの適用に適してい
ると考えられた。これらの解析は全て統計解析ソフト R を用いて行った。 
 
2.3.3 結果および考察 
2.3.3.1 微生物群集解析 
2-way クラスター分析では、2.3.2.2 項に示した①から③へ最適化の段階が進むにつれ
て、3 種の微生物とも地点間でクラスターが分かれる傾向が強まった（Fig. 2-3-1）。す
なわち地点の影響がより強く示された。但し、真菌群集では最適化の最終段階でもつく
ばと平塚のサンプルが同一クラスターに混在し、その他の地点との違いが明確になった
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ことで両地点間の類似性も明確化した（Fig. 2-3-1B）。真菌群集の NMDS 解析でも同様
の傾向が認められた。細菌群集と線虫群集の NMDS 解析では、最適化の段階が進むに
つれて、2-way クラスター分析ほど明確ではなかったものの地点間差がより明確になっ
た（Fig. 2-3-1A/C）。平塚の線虫群集については、地点間差に加えて年度間差もより明
確になった。 
 
2.3.3.2 2-way クラスター分析によるバンドの解析 
 2-way クラスター分析では①から②へ最適化の過程が進むにつれて、バンドクラスの
数が細菌、真菌、線虫の順に、111、105、81 から 74、54、54 へと大きく減少した（Fig. 
2-3-1）。さらに②から③へ進むと、順に 65、48、48 へと減少した。GelCompar II におけ
るバンドマッチングの結果の表示に基づくと、最適化の過程が進むにつれて同一バンド
が同一のバンドクラスに入る割合が高まったと考えられた。しかし、2.2.3.2 項で示した
ような PT の範囲に複数のバンドが存在した場合は、異なるバンドが同一のバンドクラ
スに入ってしまった可能性もあると考えられた。 
3 種の微生物で、全サンプル共通に検出されたバンドが同一クラスターにまとまる傾
向がみられた。細菌と真菌では最適化の段階が進むにつれてその傾向が強まったが、線
虫ではその段階的な傾向は明確ではなかった。また最適化の段階が進むにつれて地点特
異的なバンドがより明確になり、その結果地点間でクラスターが分かれる傾向が強まっ
たと考えられた。もし上記の異なるバンドが同一バンドクラスに入った場合は、要因間
差は逆に小さくなると予想されるため、そのようなミスマッチングは少なかったか、あ
るいは影響が小さかったと思われる。尚、各バンドクラスについては過去の農地土壌に
おける出現傾向（Fig. 2-2-1）やバンドのシーケンスデータ（Table 2-2-1、2.2.3.4 項）を
参照できる。 
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A 
Fig. 2-3-1. Evaluation of optimized band matching methods for (A) bacterial, (B) fungal, and (C) nematode 
DGGE profiles. 2-way cluster analysis (left side) and Non-metric multi-dimentional scaling (right side) 
were performed for evaluating (i)-(iii) band matching methods. The band matching was performed by using 
position tolerance (i) calculated by the software (GelComar II) program and (ii) based on variation in band 
position in this study. (iii) Optimized band matching methods which central Rf values of position tolerance 
were corrected after (ii) methods. Blue, red, yellow, and green bars and circles indicate Memuro, 
Fukushima, Tsukuba, and Hiratsuka samples, respectively.  
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B 
Fig. 2-3-1. (continued) 
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Fig. 2-3-1. (continued)  
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2.3.4 まとめ 
PCR-DGGE 標準解析法において、最適化したバンドマッチング法の検証を行った。
その結果バンドマッチングの最適化の段階が進むにつれて、地点や年度といった要因の
群集に及ぼす影響が明確になった。これは各要因のバンドクラスに及ぼす影響が明確化
した結果と考えられた。よって最適化したバンドマッチング法を用いることで、要因の
影響評価において確度の高い解析ができると考えられた。この段階的な検討で示された
ように、バンドマッチングにおける PT とその中心位置が異なると、群集解析の結果が
変化し群集の解釈が変わってしまう可能性がある。他の解析条件については PT の中心
位置の情報は適用できないが、2.2.3.5 項で示したような本研究で得られた知見を参照に
して、バンドマッチングのミスを最小限に抑えることが重要である。 
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第 3 章 最適化した PCR-DGGE を用いた農地土壌の細菌、
真菌および線虫群集解析 
 
3.1 黒ボク農地土壌の包括的解析 
 
3.1.1 研究背景 
黒ボク土は日本の全農地の 47%を占めるため[36]、日本の農業にとっては最も重要な
土壌群の 1 つである。黒ボク土からの DNA 抽出は困難とされていたが、PCR-DGGE 標
準解析法では、この土壌群の解析が支障なく行えるようになった。このような背景のも
と、Bao ら[42]はこの解析法を用いて 4 地点の黒ボク農地土壌の細菌、真菌、線虫群集
の解析を行った。その中で農地土壌の 3 種の群集はそれぞれ土壌地点の影響を強く受け
たことが分かったが、サンプル点数が少なく他の要因の影響については調べられなかっ
た。しかし、土壌群[46]、土性[72]、時期[73]、肥培管理[22,74-76] 農薬[77-79]、作付[80]
などの様々な要因が、農地土壌の微生物群集に影響を及ぼすことが知られ、本サンプル
でも地点以外に強い影響を及ぼす要因があると考えられた。一方で農地土壌における要
因の評価を土壌細菌、真菌、および線虫群集を合わせて行った例は少ない。そこで本研
究では、Bao らの使用した土壌サンプルに複数の要因（年度、時期、肥培管理）を加え
て、要因のそれら 3 群集へ及ぼす影響を評価することを目的とした。 
 
3.1.2 実験方法 
3.1.2.1 供試土壌、DNA 抽出および PCR-DGGE 
北海道芽室市（芽室）、福島県福島市（福島）、茨城県つくば市（つくば）、神奈川県
平塚市（平塚）、および青森県弘前市（弘前）の 5 地点の黒ボク農地土壌を用いた（Table 
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2-3-1）。そのうち、芽室、福島、つくば、平塚の各 4 サンプルは、Bao らによる PCR-DGGE
を用いた農地土壌の微生物群集解析で地点間差が明確であることが示された 2007 年度
のサンプルである[42]。それに加え、各地点で採取年度、時期、肥培管理要因の異なる
サンプルを追加した。すなわち芽室のサンプルでは異なる時期のサンプルを追加した。
同様にして福島と平塚では 2008 年度および異なる時期のサンプルを、つくばでは 2008
年度、異なる時期、および異なる肥培管理のサンプルを追加した（Table 2-3-1）。また弘
前のサンプルは 3.2 節で用いたサンプルと同一である（3.2.2.1 項）。これらのサンプル
の土壌採取、DNA 抽出、および PCR-DGGE については、2.1.2.1 項—2.1.2.3 項に準じて
行った。 
 
3.1.2.2 DGGE ゲル画像の処理 
GelCompar II による解析レーンの指定、バンド位置の標準化、およびバンドの検出ま
での工程は 2.1.2.6 項に準じて行った。続いて 2.2.3.3 項に準じてバンドマッチングを行
い、得られた絶対強度の数値データを相対強度に変換した（2.2.4.4 項）。 
 
3.1.2.3 統計解析 
微生物群集解析として、非計量多次元尺度法（NMDS; 2.3.2.3 項）、主成分分析（PCA）、
および 2-way クラスター分析を行った。NMDS と 2-way クラスター分析については
2.3.2.3 項と同様の条件で行った。PCA は分散共分散行列（va-PCA）と相関係数行列
（co-PCA）の両方に基づいて行った。va-PCA は、縮約された次元でサンプルの相対的
位置と変量（存在量のデータ等）の分散の大きさが維持され、同一の単位や同一のデー
タタイプを使用する際に用いられる。一方 co-PCA は、標準化された変量間の関係性を
表示する目的で使われる[81]。また、各要因の群集へ及ぼす影響を検定するために
permutational multivariate analysis of variance（PERMANOVA）を行った。PERMANOVA
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は距離行列に対してノンパラメトリック多変量分散分析を行うことを目的として開発
された手法である[82]。これらの解析は全て統計解析ソフト R を用いて行った。地点別
の解析では要因の群集に及ぼす影響を調べた。この際、全ての統計解析で共通に認めら
れた結果を採用した。具体的には PERMANOVA で要因が群集へ及ぼす影響を調べて有
意だった要因のうち、NMDS、2 種の PCA、および 2-way クラスター分析に共通して認
められた要因を採用した。 
 
3.1.3  結果および考察 
3.1.3.1  全地点の統合解析 
2-way クラスター分析とNMDSの結果、細菌群集では地点間で群集が明確に異なり、
地点の影響が肥培管理、年度、時期よりも大きいと推察された（Fig. 3-3-1A）。真菌群
集では芽室と弘前のサンプル間およびつくばと平塚のサンプル間で互いに類似する傾
向が認められたが、芽室・弘前、つくば・平塚および福島の 3 者間では群集が異なる傾
向が認められた（Fig. 3-3-1B）。線虫群集では地点間で群集が異なる傾向が認められた
が、平塚のサンプルでは年度間でも大きく異なった（Fig. 3-3-1C）。5 地点のうち、弘前
のサンプルは自然栽培管理の特殊な農地とその対照区の慣行栽培農地のサンプルで
（3.2 節）、その両者間で微生物群集構造が大きく異なったが（後述）、他の地点と合わ
せて解析すると、同様に栽培管理間差よりも他の地点との差が大きかった。以上から 3
群集に共通して地点の影響が強く表れる結果となった。その後の研究で、同一地域・同
一作付の農地間でも土壌微生物群集がさまざまに異なることが分かってきている（未発
表データ）。すなわち、同一地域でも土壌の物理性・化学性、土地利用履歴、土壌群、
土性等の要因等が異なると土壌微生物群集も異なると思われる。こういった地点間、農
地間の差異については、複数の農地を扱う研究では実験上のバイアスとなるため、事前
調査をするなどして十分留意する必要があると思われる。 
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A 
Fig. 3-1-1. Statistical analyses based on PCR-DGGE profiles of soil (A) bacterial, (B) fungal, and 
(C) nematode communities including all sampling site. 2-way cluster analysis (upper side) and 
Non-metric multi-dimentional scaling (lower side) were performed. Blue, red, yellow, green, and 
purple bars and circles indicate Memuro, Fukushima, Tsukuba, Hiratsuka, and Hirosaki samples, 
respectively. Bold lines indicate bands which tended to be detected in all sampling site. 
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Fig. 3-1-1. (continued) 
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Fig. 3-1-1. (continued) 
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一方真菌群集では、NMDS 座標平面において有機物施用のサンプルが縦軸の正側に位
置する傾向が芽室を除く４地点で認められた（Fig. 3-3-1B）。細菌・線虫では、地点以
外の要因における傾向は見出せなかった。  
2-way クラスター分析では、地点共通に検出される傾向のバンドが同一のクラスター
に入った。具体的なバンドとしては、細菌で Rf 値（%換算）23.8、38.8、43.0、47.8、
49.1、58.0、61.9、64.9、真菌で 11.8、26.6、37.0、38.8、54.9、線虫で 24.3、58.8、73.3、
76.6、78.5 であった（Fig. 3-3-1）。これらは Fig. 2-2-1 で示した過去の農地土壌の解析で
出現頻度高かった Rf 値に概ね合致し、また過去の傾向と同様比較的相対強度が高い傾
向にあった。このことから 5 地点に共通して高い比率で存在する微生物は、日本の農地
土壌に高い存在比率で頻出する微生物（generalist）に含まれていたと推察された。その
うち Rf 値で真菌の 11.8、38.8 および線虫の 23.8 と 58.8 は、過去のシーケンスデータに
基づくと、それぞれ Mortierella 属、Fusarium 属、Acrobeloides 属、Pratylenchus 属に近
縁な配列由来の可能性が高い（2.2.3.4 項、Table 2-2-1）。いずれも土壌に偏在することで
知られる真菌あるいは線虫である。 
 
3.1.3.2 各地点の微生物群集解析 
 PERMANOVA の結果、芽室では時期の細菌、真菌、および線虫群集への影響（それ
ぞれ p < 0.001、 p < 0.01、および p < 0.01）、および肥培管理の線虫群集への影響（p < 0.05）
が認められた（Table 3-1-1）。NMDS・PCA・2-way クラスター分析でも同様の傾向がみ
られたが、線虫では時期の影響が肥培管理の影響より強かった（Fig. 3-1-2A）。福島で
は PERMANOVA の結果、3 群集への肥培管理の影響（全て p < 0.001）、細菌・真菌群集
への年度の影響（全て p < 0.05）、および細菌群集への時期の影響（p < 0.01）が認めら
れた。その影響が認められた組み合わせのうち、NMDS・PCA・2-way クラスター分析
では、肥培管理の 3 群集への影響が共通して認められたものの、その他の影響は明確に 
60 
 
Table 3-1-1. Permutational multivariate analysis of variance (PERMANOVA) 
based on PCR-DGGE profiles of soil microbial communities. 
Factors that affected soil microbial communities at 5 sampling sites were 
examined. The p values with red and blue colors indicate factors that 
affected the most and the second most, respectively, based on a common 
result obtained by PERMANOVA, non-metric multi-dimensional scaling, 
principal component analysis, and 2-way cluster analysis. The p values with 
black colors indicate that a common result was not obtained among all 
statistical analyses conducted. 1A factor that affected the most was not 
clearly determined. 
Sampling site Factor Bacteria Fungi Nematoda
Memuro Fertilizer p=0.169 p=0.152 p=0.033
Period p<0.001 p=0.004 p=0.002
Fukushima Fertilizer p<0.001 p<0.001 p<0.001
Year p=0.023 p=0.023 p=0.064
Period p=0.003 p=0.075 p=0.127
Tsukuba Fertilizer p=0.027 p=0.002 p<0.0011
Year p<0.001 p=0.023 p<0.0011
Period p=0.007 p=0.402 p=0.016
Hiratsuka Fertilizer p=0.134 p=0.350 p=0.243
Year p<0.001 p<0.0011 p<0.001
Period p=0.013 p<0.0011 p=0.012
Hirosaki Fertilizer p<0.001 p<0.001 p<0.001
Year p=0.038 p=0.086 p=0.002
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Fig. 3-1-2. Statistical analyses based on PCR-DGGE profiles of soil microbial communities at 5 sampling 
sites. (i) Non-metric multi-dimentional scaling. (ii) Principal component analysis (PCA) on a 
variance-covariance matrix. (iii) PCA on a correlation matrix. (iv) 2-way cluster analysis. The number 
following ‘B’, ‘F’, and ‘N’ indicate Rf values (%) of bands in bacterial, fungal, and nematode profiles, 
respectively. Yellow, green, and orange circles or bars indicate samples in 2007 (or 2009), 2008 (or 2010), 
and 2011 respectively. Circles with gray solid lines and gray dotted lines indicate samples obtained from 
different sampling periods. Black bars in (iv) indicate band classes which tended to be detected in all samples.  
(A) Memuro site. Each sample is indicated according to sampling date (black or white circle), fertilizer 
management (g: green manure treatment, c: control), and replicate number (without an apostrophe: 1st 
replicate, with an apostrophe: 2nd replicate; refer to Table 2-3-1). Light green and light blue circles or bars 
indicate samples of green manure treatment and control, respectively.  
A 
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B 
Fig. 3-1-2. (continued) 
(B) Fukushima site. Each sample is indicated according to sampling date (black or white circle), fertilizer 
management (m: cattle manure application, c: chemical fertilizer application, n: non-fertilizer application), 
year (7: 2007, 8: 2008), and replicate number (without an apostrophe: 1st replicate, with an apostrophe: 2nd 
replicate; refer to Table 2-3-1). ). Pink, blue, and light blue circles or bars indicate samples of cattle manure, 
chemical fertilizer, and non-fertilizer treatment, respectively. 
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C 
Fig. 3-1-2. (continued) 
(C) Tsukuba site. Each sample is indicated according to sampling date (black or white circle), fertilizer 
management (m: cattle manure application, s: swine manure application, c: chemical fertilizer application), 
year (7: 2007, 8: 2008), and replicate number (without an apostrophe: 1st replicate, with an apostrophe: 2nd 
replicate; refer to Table 2-3-1). ). Light purple, pink, and blue circles or bars indicate samples of cattle 
manure, chemical fertilizer, and non-fertilizer treatment, respectively. 
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Fig. 3-1-2. (continued) 
(D) Hiratsuka site. Each sample is indicated according to the sampling date (black or white circle), fertilizer 
management (m: cattle manure application, c: chemical fertilizer application), year (7: 2007, 8: 2008), and 
replicate number (without an apostrophe: 1st replicate, with an apostrophe: 2nd replicate; refer to Table 
2-3-1). ). Pink, and blue circles or bars indicate samples of cattle manure and chemical fertilizer treatment, 
respectively. 
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Fig. 3-1-2. (continued) 
(E) Hirosaki site. Each sample is indicated according to fertilizer management (n: non-fertilizer application, c: 
chemical and organic fertilizer application), year (7: 2007, 8: 2008, and 9: 2009), and replicate number 
(without an apostrophe: 1st replicate, with an apostrophe: 2nd replicate, with double apostrophes: 3rd replicate; 
refer to Table 2-3-1). ). Light blue and purple circles or bars indicate samples of non-fertilizer and chemical and 
organic fertilizer treatment, respectively. 
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は認められなかった（Fig. 3-1-2B）。すなわち両年度・両時期の群集の範囲が座標平面
上で大きく重なる部分があった。つくばでは PERMANOVA の結果、3 群集への肥培管
理（それぞれ p < 0.05、p < 0.01、および p < 0.001）、および年度（それぞれ p < 0.001、 p 
< 0.05、および p < 0.001）の影響と、細菌・線虫群集への時期の影響（それぞれ p < 0.01、 
p < 0.05）が認められた。その影響が認められた組み合わせのうち、NMDS・PCA・2-way
クラスター分析では、細菌群集への年度の影響と真菌群集への肥培管理の影響が共通に
認められた。線虫群集では肥培管理と年度の影響が共通に認められたが、影響の大小は
明確でなかった。その他の影響は明確には認められなかった（Fig. 3-1-1C）。平塚では
PERMANOVA の結果、3 群集への年度（全て p < 0.001）、および時期（それぞれ、p < 0.05、
p < 0.001、および p < 0.05）の影響が認められた。その影響が認められた組み合わせの
うち、NMDS・PCA・2-way クラスター分析でも同様の傾向がみられたが、細菌群集で
は時期、線虫群集では年度の影響が強かった。真菌群集では時期と年度の影響の大小は
明確でなかった（Fig. 3-1-1D）。弘前では PERMANOVA の結果、肥培管理の 3 群集への
影響（全て p < 0.001）と細菌・線虫群集への年度の影響が認められた（それぞれ p < 0.05、
p < 0.01）。その影響が認められた組み合わせのうち、NMDS・PCA・2-way クラスター
分析でも 3 群集で同様の傾向がみられたが、細菌・線虫群集への肥培管理の影響は年度
の影響より強かった（Fig. 3-1-1E）。 
以上から、最も影響の強かった要因は地点間で異なり、生物種間では共通した場合（芽
室、福島、弘前）と異なる場合（つくば、平塚）があった。つくばに関しては、鈴木ら
[46]が本研究以前に、本研究のサンプルも合わせて土壌群と肥培管理の土壌細菌・真菌
群集へ及ぼす影響を調べ、その結果真菌群集は土壌群よりも肥培管理の影響を強く受け
た一方で、細菌群集は土壌群の影響をより強く受けたと報告している。よって本研究の
結果も合わせると、つくばの真菌群集は細菌群集に比べて肥培管理の影響を他の要因よ
りも強く受けやすいと考えられたが、他の地点ではそのような傾向はなかった。しかし、
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全地点の真菌群集の解析でのみ、有機物施用の試験区のある４地点でサンプルの群集の
変化が共通したことから（3.1.3.1 項）、調査した黒ボク農地土壌を通じて、真菌群集へ
の肥培管理の影響が細菌・線虫群集よりも高い可能性が示唆された。 
このように PERMANOVA で要因の影響が有意であっても、NMDS・PCA・2-way ク
ラスター分析で明確でない場合があった。しかし p < 0.001 のときは、それ以外の解析
でも全て影響が認められた。よって PERMANOVA の検定では、p < 0.001 が要因の影響
の大きさを示す１つの目安となると考えられた。 
 
3.1.3.3 各地点の特徴バンドの探索 
Table. 3-1-2に 2-wayクラスター分析とPCAで認められた特徴バンド（バンドクラス）
の Rf 値の例を示した。2-way クラスター分析では各地点内で共通するバンド、すなわ
ち要因の影響を受けないバンドが認められたが、その中に、3.1.3.1 項で示した全地点共
通に認められたバンドも含まれた。よって、それらを除くバンドがその地点特異的なバ
ンドと考えられた。またバンドの相対強度が比較的高かったことから、群集の地点間差
に比較的強く関わる微生物由来のバンドと考えられた。2-way クラスター分析で要因の
影響が明確だった場合、すなわちその要因の水準毎にクラスターが分かれた場合に各要
因の影響を受けたバンド（特徴的バンド）が視認できた。そうでない場合はバンドの探
索が難しく、PCA での探索が有効と思われた。co-PCA では相対強度の大きさに関係な
く特徴バンドが認められ、va-PCA では相対強度の強いバンドから特徴バンドを探索し
やすかった。一方の分析で探索したバンドは他方でも確認し、双方で要因の影響を確認
できたバンドに対して特徴バンドとみなした。以上から、全地点に共通して存在する微
生物、地点特異的な微生物、また要因の影響を受けた微生物由来のバンドがそれぞれ示
された。このうちの地点特異的な微生物が、群集の地点間差や要因の影響の地点間差を
もたらしたと思われる。一方で全地点に共通して存在する微生物は、様々な要因の影響  
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に対して適応しやすい可能性がある（3.2.4.4.項）。本研究では要因の群集への影響評価
と特徴バンドの探索までに留まったが、今後このような微生物の特性を明らかにするた
めには、個別の種毎の地道な研究の積み重ねが求められる。 
 
3.1.4  まとめ 
 本研究では 5 地点の黒ボク土農地土壌における細菌、真菌、線虫群集への複数要因（地
点、年度、時期、肥培管理）の影響を同時に調べた。全地点の統合解析では、地点の群
集に及ぼす影響が他の要因よりも顕著に大きかった。肥培管理の真菌群集への影響が示
唆されたが、地点の影響のように明確ではなかった。しかし、地点の影響の背景に各地
点の他の要因に制約されている可能性もある。よって地点間差異の詳細な検討には、地
点内の農地の調査点数を増やすなどして地点内のばらつきも含めて評価した方がよい
と思われる。一方、各地点の解析では最も影響を与えた要因は地点間で異なり、生物種
間では共通する場合と異なる場合があった。このことから農地土壌の微生物群集の多様
性や微生物間の応答の違いが強く示唆された。要因の影響評価を明確に行うためには、
農地や要因の各水準の設定に十分留意する必要があると考えられた。 
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3.2 自然栽培および慣行栽培管理のリンゴ園土壌の解析 
 
3.2.1 研究背景 
近年、集約的な農業生産による環境への負荷が問題となるにつれて、環境保全的で持
続性の高い農業への関心が高まってきた。その中でも有機農業は、地力を高め環境への
負荷が低い農業として評価されてきた[83,84]。また、有機農業における土壌の微生物の
果たす役割は大きいとされ[85]、この分野における数々の研究が行われてきた。これま
でに有機農業の土壌微生物への影響に関して土壌微生物多様性の増加[85-87]、酵素活性
の増大[84,88]、微生物バイオマスの増加[86,89,90]、土壌有機物の増加[85,91]、窒素の無
機化の促進[2,85]、植物病原菌量の減少[91]等が報告されている。健全な土壌（healthy soil）
とは攪乱に対するしなやかさ（resiliency）、高い生物多様性、および高い養分循環能を
安定的に有する土壌と要約されるが[92]、これらの報告は有機農業によって土壌中の微
生物の生態的機能が増大し、土壌の健全性が高まることを示している。 
自然栽培は、無肥料、無農薬、不耕起、不除草を特徴とする農法である[93,94]。また
自然栽培は自然生態系の循環に基づくことを理念とし、化学肥料や化学農薬を使用しな
い[95]という点で有機農業の一形態といえるが、無肥料という点において有機農業と大
きく異なる。自然栽培における土壌微生物群集の研究は報告されていないが、無肥料、
無化学農薬、あるいは人為的攪乱といった個別の項目については複数の報告がみられる。
例えば無肥料下で微生物が窒素無機化量を増加した[4]、低養分下における微生物のは
たらきによって植物の利用可能な養分量が増加した[7]、農地よりも微生物バイオマス
量が高い非農地で、硝化速度が速く炭素・窒素量が多かった[96]、殺虫剤抵抗性の度合
いが微生物種間で異なったとき、微生物の群集構造や多様性が変化した[79,97]、葉面へ
の殺菌剤の散布が土壌真菌量を抑制したが、その群集の中では成長速度の速い真菌が優
占した[97]といった内容がみられる。よってそれらの項目を含む自然栽培土壌では、微
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生物群集構造や多様性が慣行栽培と大きく異なることが考えられる。また、養分循環を
促進する微生物や攪乱に感受性のある微生物が優占することが予想される。 
微生物の多様性は、生物学的なさまざまなレベルの複雑性や変異性をあらわす指標で
ある[98]。多様性には richness（種の豊富さ）と evenness（種の均等性）の二つの側面が
ある[99]。これまでに、土壌微生物群集の richness および evenness と土壌生態系の安定
性の関係性を示した複数の報告がみられる一方で[100,101]、優占種は人為的攪乱の影響
を強く受けて生態機能に直接影響を及ぼすため、多様性解析では特に考慮すべきとする
仮説がみられる[102]。一方、土壌の真菌・細菌存在量は土壌における養分循環等とい
った生態機能への微生物群集の寄与の程度を示す[103]。このようにこれらの指標は土
壌生態系における微生物群集のはたらきに何らかの示唆を与えてくれる。 
本研究では、「奇跡のリンゴ」で有名な自然栽培管理で経営が成り立つリンゴ園を取
り上げた。このリンゴ園に関してはこれまでにリンゴ樹の葉面に生息する微生物の調査
が行われ[104]、また土壌生態系における微生物の重要性が示唆されたが[105]、土壌微
生物群集に関する研究は行われていない。対照サンプルとして近隣の慣行栽培で管理さ
れたリンゴ園を選定した。この 2 つのリンゴ園において、土壌の化学性、PCR-DGGE
による土壌細菌・真菌・線虫群集の構造・多様性・優占種、および定量 PCR による土
壌細菌・真菌の存在量[103,106]を調べた。そしてこれらの結果に基づき両園の土壌生態
系を議論した。 
 
3.2.2 実験方法 
3.2.2.1 供試土壌、DNA 抽出および PCR-DGGE 
本研究では自然栽培管理のリンゴ園「奇跡のリンゴ園」（木村昭則氏所有、N 園）を
調査対象とした[104]。このリンゴ園は日本最大のリンゴ生産地である青森県弘前市の
北緯 40 度 38 分 05 秒、東経 140 度 21 分 53 秒に位置する。N 園では 30 年以上自然栽培
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管理を行い、肥料や化学農薬を使用していない。しかし 50－500 倍に希釈した酢を適宜
散布している。対照園地として、N 園の近隣の慣行栽培管理のリンゴ園（C 園；所有者
名省略）を選定した。両園とも黒ボク土壌である。C 園では窒素、リン、カリを含む混
合有機質肥料とカルシウム、マグネシウム、ホウ素を含む化学肥料が施用されている。
毎年 4 月から 8 月の間に化学殺虫剤が散布されるが、除草剤は不使用である。N 園では
年に 1–2 回、C 園では年に 4–6 回下草刈りが行われるが、両園とも刈り取り草の園外搬
出はなく不耕起管理である。以上から、N 園は C 園よりも相対的に化学的攪乱が顕著に
少なく、また物理的攪乱が少ない栽培管理が行われていると考えられる。両園とも 20
年以上商業生産が行われている。 
土壌採取は 2009 年 7 月 17 日、2010 年 6 月 30 日、2011 年 8 月 2 日の 3 年に渡って行
った。園地面積は N 園で 0.4 ha、C 園で 0.7 ha である。両園地は 3 区画に分割し、それ
ぞれを疑似反復とみなして 3 反復で調査を行った。各反復では 5 樹から、1 樹につき樹
冠の縁に沿った 5 地点、計 25 地点の土壌を採取した。土壌採取の他の工程、DNA 抽出、
および PCR-DGGE については 2.1.2.1 項—2.1.2.3 項に準じて行った。続いて DGGE ゲル
画像の処理を行い（2.1.2.6 項、2.2.3.3 項）、得られた絶対強度の数値データを相対強度
に変換した（2.2.4.4 項）。 
 
3.2.2.2 土壌の化学性 
2 mm で篩別した土壌（湿潤土）を用いて EC を測定した。湿潤土の一部を風乾して
さらに 2 mm で篩別し、pH と以下の項目の分析に供試した。トルオーグ（可給態）リ
ン酸は ICP 発光分析装置（Optima 3000 PerkinElmer）で測定した。全炭素および全窒素
量は、乳棒・乳鉢で微粉砕した風乾土を供試し、元素分析装置（vario EL Elementar）で
測定した。アンモニア態窒素（インドフェノール法）、硝酸態窒素（硫酸ヒドラジン還
元・ナフチルエチレンジアミン法）、交換性カリ（Ex-K；炎光光度法）、交換性苦土
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（Ex-Mg；XB-1 法）、交換性石灰（Ex-Ca；OCPC 法）、および陽イオン交換容量（CEC；
インドフェノール法）は SFP-2（Fujihira Industry Co., Ltd., Tokyo, Japan）で測定した。 
 
3.2.2.3 定量 PCR 
細菌 16S rDNA と真菌 18S rDNA のコピー数は StepOnePlus™ Real-Time PCR system
（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）と SYBR○R  Premix Ex Taq™（Takara Bio, Otsu, 
Japan）を用いて定量した。プライマーセットは細菌では F984 と R1378 を、真菌では
NS1 と R-Fung をそれぞれ用いた。反応液の組成は SYBR Premix Ex Taq 10 µL、各プラ
イマー 0.4 µL、BSA 0.2 µL、ROX Dye 0.4 µL、10 倍希釈の土壌 DNA 1 µL とし、全量を
20 µL とした。反応条件は 94°C 2 分、（94°C 15 秒、55°C 30 秒、72°C 30 秒）×35 サイク
ルとした。 
細菌の検量線は Arthrobacter pascens（GenBank/EMBL/DDBJ accession number KC354454）
と 100%相同の配列をもつクローン V68-M69 の 10 倍希釈液（102–107 copies/μL）を用いて
作成した。同様に、真菌の検量線は Mortierella alpina（AY54609）と 100%相同の配列を
もつクローン NSFUN-M4 を用いて作成した[46,107]。 
 
3.2.2.4 DGGE バンドのシーケンス解析と系統樹の作成 
DGGE解析で特徴的とみなされたバンドはゲルから切り出し、0.5 mLの滅菌水で3回
洗浄した。1 mm3以下のバンドの断片をテンプレートとして、再度PCR-DGGEを行った
（但し、PCRのサイクル数を３回減らした）。DGGEゲル画像のバンド位置が切り出し
た位置と同一であることを確認した後、そのPCR産物をシーケンス解析に供試した。こ
の際複数のバンドが検出された場合は、最初に切り出しを行った位置のバンドを再度切
り出し、PCR-DGGEによって移動度の同一性を確認した。シーケンス反応はBigDye™ 
Terminator v3.0（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）を用いて行った。プライマー
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は、細菌ではF984（5′-AA CGC GAA CCT TAC-3′）とR1378を、真菌ではNS1とR-Fung
（5′-AT TCC CCG TTA CCC GTT G -3′）を、線虫ではSSU18AとSSU9R/GC（5′-AG CTG 
GAA CCG-3′）を用いた。反応産物はABI PRISM○R  3100 Genetic Analyzer（Applied 
Biosystems）を用いてシーケンス解析を行った。得られたシーケンスデータを用いて
MEGA 5.2[108]による系統解析を行い、近隣結合法のアルゴリズム[109]によって最適化
された系統樹が作成された。シーケンスデータはDNA Data Bank of Japan（DDBJ; 
http://www.ddbj.nig.ac.jp/）に登録した（アクセッション番号：AB921788–AB921859）。 
 
3.2.2.5 DGGE データの解析方法 
土壌中の微生物の不均一性（2.2.4.1 項）を考慮して、DNA 抽出から PCR-DGGE まで
の工程を 3 連で行った。va-PCA 座標において、その 3 連のスコアのうち原点からのベ
クトルが中間のサンプルを選定して解析に用いた。各バンドはその移動度（Rf 値）で
示し、相対強度に基づいて 3 つの優占グループに分類した。すなわち相対強度 8%以上
のバンドグループを HD、2%以上 8%未満のバンドグループを MD、2%未満のバンドグ
ループを LD と定義した。各 Rf 値につき、検出バンドの相対強度を園地毎に平均した。
すなわち 3 反復、3 年間の計 9 サンプルの相対強度を平均した。その両園の平均値のう
ち、高い方の相対強度の値を用いて上記のバンドグループに分類した。 
 
3.2.2.6 統計解析 
DGGEで得られた数値データを用いて、主成分分析（PCA）と多様性指数の算出を行
った。PCAでは、分散共分散行列を用いたPCA（va-PCA）と相関係数行列（変数を標準
化した分散共分散行列）を用いたPCA（co-PCA）を行った（3.1.2.3項）。多様性指数に
ついてはShannon Wiener指数（H′: H′ = -Σpi × ln pi; piは各サンプルにおけるバンドの相対
強度）、richness（R: バンドの数）、およびShannon evenness（E: E = H′/ln R）[110]を算出
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した。土壌の化学性および生物性データの両園間の有意差を検定するために分散分析
（ANOVA）を行った。ANOVAの際、CN比と真菌・細菌存在比は等分散性を確保する
ために対数変換した[61]。これらの解析は全て統計解析ソフトRを用いて行った。 
 
3.2.3 結果 
3.2.3.1 土壌の化学性 
3 年間の平均値で比較すると、N 園の pH（5.6）は C 園（4.9）よりも有意に高かった
（p < 0.001; Table 3-2-1）。N 園の硝酸態窒素量（14.2 mg/kg）と可給態リン酸量（57.4 mg/kg）
は、C 園（順に 41.2 mg/kg、242 mg/kg）よりも有意に低かった（p < 0.001; Table 3-2-1）。
N 園の全炭素量（76.8 g/kg）は C 園（91.2 g/kg）よりも有意に低かった（p < 0.05）。N
園（6.2 g/kg）と C 園（6.7 g/kg）の全窒素量では有意な差がみられなかった（p < 0.05）。
N 園の CN 比（12.5）は C 園（13.6）よりも有意に低かった（p < 0.01; Table 3-2-1）。 
 
3.2.3.2 微生物の存在量 
3 年間の平均値で比較すると、N 園の土壌細菌のコピー数（2.5 × 108/g 乾土）は C 園
（1.4 × 108/乾土）よりも有意に多かった（p < 0.01; Table 3-2-2）。一方で、N 園の土壌真
菌のコピー数（6.1 × 107/g 乾土）は C 園（8.1 × 107/g 乾土）よりも有意に少なかった（p 
< 0.05）。それゆえに N 園の真菌/細菌の存在比（0.024）は C 園（0.056）よりも顕著に
低かった（p < 0.001）。N 園の線虫密度（3.4 × 103/g 乾土）は C 園（4.8 × 103/g 乾土）よ
りも有意に低かった（p < 0.01; Table 3-2-2）。 
 
3.2.3.3 微生物の多様性 
3 年間の平均値で比較すると、N 園の線虫の H′、R、および E と細菌の E は C 園より
も有意に高かった（順に p < 0.05、p < 0.05、p < 0.001、および p < 0.05; Table 3-2-2）。  
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細菌の H′と R および真菌の H′、 R、および E は両園で有意な差が認められなかった（順
に p = 0.62、p = 0.76、p = 0.28、p = 0.43、および p = 0.12; Table 3-2-2）が、真菌の E で
は有意ではなかったものの p 値が低く、3 年間とも N 園の E が C 園よりも高かった。 
 
3.2.3.4 主成分分析 
va-PCA の結果、C 園の真菌と線虫群集の年次変動は N 園より大きかった。主成分ス
コアの結果から、これらの変動にはいくつかの HD バンドが影響したと考えられた（Fig. 
3-2-1A-ii, iii）。これらの HD バンドの Rf 値（小数点以下を四捨五入し、「Rf-」を付す）
は、真菌群集では Rf-12、Rf-27、Rf-39、線虫群集では Rf-18、Rf-24、Rf-46、Rf-98 であ
った。細菌群集については、第一主成分（PC1 軸）方向で両園が明確に分かれて両園の
群集間差が明確であったが、年次変動は認められなかった（Fig. 3-2-1A-i）。一方、co-PCA
では 3 種の微生物群集が第一主成分方向で明確に分かれ（N 園が正側、C 園が負側）、
両園の群集間差が明確に認められた（Fig. 3-2-1B）。それゆえに園地の特徴的なバンド
は PC1 スコアで判断できると考えられた。そこで PC1 スコアが 0.10 以上を N 園の特徴
バンド、-0.10 以下を C 園の特徴バンド、-0.09 以上 0.09 以下、かつ両園で相対強度が比
較的高いバンドを両園の特徴バンドと定義した（Table 3-2-3、Fig. 3-2-2）。 
 
3.2.3.5 優占微生物 
DGGE バンドのシーケンス解析によって、細菌、真菌、および線虫群集で特徴的であ
った 15、30、27 バンド（それぞれ 8、13、11 の Rf 値から検出）から検出された配列の
近縁種を推定した（Table 3-2-3、Fig. 3-2-2）。co-PCA の PC1 スコアに基づき、細菌では
Rf-31（MD）、Rf-67（MD）、Rf-27（MD）、Rf-55（MD）を N 園の特徴バンド、Rf-60（HD）、
Rf-86（MD）、RF-65（MD）、Rf-79（LD）を C 園の特徴バンドとみなした（Fig. 3-2-1B-i）。
Rf-31、Rf-27、Rf-65 は Alphaproteobacteria 綱に近縁であったが、下位の分類群は異なり、  
79 
 
 
Fig. 3-2-1. Principal component analysis of denaturing gradient gel electrophoresis profiles. 
Principal component analysis (PCA) on (A) a variance–covariance matrix (va-PCA) and (B) a 
correlation matrix (co-PCA) were performed based on (i) bacterial, (ii) fungal and (iii) nematode 
profiles. Samples were named according to orchard (N: Orchard-N, C: Orchard-C), year (the last two 
numbers of the year: 09, 10, 11), and replicate (a, b, c). Each band was identified with a relative 
mobility value, termed the relative front (Rf) value (unit: %, rounded to an integer), and the Rf value 
of each band was classified into three dominant groups on the basis of the intensity of the detected 
band: HD (high intensity; red), MD (medium intensity; blue), and LD (low intensity; green). Closed 
inverted triangles indicate Rf values from which detected bands were excised for sequence analysis 
(see Table 3-2-3 and Fig. 3-2-2). On va-PCA, Rf values characteristic of Orchard-N and Orchard-C 
are enclosed in circles named Nat and Conv, respectively, while on co-PCA, Rf values characteristic 
of Orchard-N and Orchard-C are enclosed in circles named Nat′and Conv′, respectively. 
BA
(i)
Conv’
Conv Nat
(i) Nat’
(ii)
(iii) (iii)
(ii)
Conv’
Conv’
Nat’
Nat’
Nat
Nat
Conv
Conv
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Organisms
Rf
v alues1
Relativ e intensity  (%)2
(Orchard-N/Orchard-C)
PC1
score3
Accession number Sample origin4 Estimated taxa
Bacteria 31 (MD) 3.5/0.3 0.26 AB921788 N09b the class Alphaproteobacteria
67 (MD) 3.6/1.8 0.22 AB92178990 N09b, N10b the phy lum Actinobacteria
27 (MD) 3.1/0.8 0.21 AB921791–AB921792 C09a, N11b the class Alphaproteobacteria
55 (MD) 5.5/4.5 0.13 AB921793 N09a the phy lum Acidobacteria
AB921794–AB921795 C10b, N10a the phy lum Acidobacteria
65 (MD) 2.7/5.2 -0.17 AB921796–AB921797 C10b, C11c the class Alphaproteobacteria
79 (LD) 0.1/1.3 -0.20 AB921798 C10b the phy lum Chlorof lexi
60 (HD) 3.1/8.1 -0.20 AB921799–AB921800 C10b, C11c the class Gammaproteobacteria
86 (MD) 0.2/2.1 -0.22 AB921801–AB921802 C10b, C11c the phy lum Chlorof lexi
21.8/24.1
Fungi 23 (MD) 4.7/0.6 0.28 AB921803–AB921804 N09a, N09b the genus Cryptococcus  (the phy um
73 (LD) 1.3/0.0 0.25 AB921805–AB921806 N10a, N10b the genus Chaetomium (the order Sordariales)
48 (MD) 5.8/2.1 0.24 AB921807 N09b the order Agaricales (the phy um Basidiomy cota)
AB921808 N11a the order Pleosporales
55 (MD) 3.7/1.6 0.22 AB921809–AB921810 N09a, N09b the order Chaetothy riales
69 (LD) 1.5/0.6 0.13 AB921811–AB921812 N09a, N09b Unknown
12 (HD) 17.8/14.5 0.04 AB921813–AB921814 N10a, C11a the genus Mortierella
29 (MD) 6.6/4.3 0.01 AB921815 N09a the genus Cryptococcus  (the phy um
AB921816 N09b the genus Pythium
AB921817 C09a the order Agaricales (the phy um Basidiomy cota)
AB921818 C11b the genus Fusarium
27 (HD) 10.9/13.6 0.00 AB921819–AB921820 C10b, N10b the genus Pythium
AB921821–AB921822 C09a, C10a the genus Fusarium
37 (MD) 4.3/6.2 -0.15 AB921823–AB921824 C09a, C09b the genus Alternaria  (the order Pleosporales)
53 (MD) 4.1/6.6 -0.20 AB921825–AB921827 C09a, C09b, C10a the genus Capnodiales
39 (HD) 4.4/12.3 -0.21 AB921828–AB921830 C09a, C09b, C11a the genus Fusarium
65 (MD) 0.6/2.3 -0.25 AB921831–AB921832 C09a, C09b the order Chaetothy riales
65.7/64.7
Nematoda 88 (MD) 4.6/0.3 0.23 AB921833–AB921835 N09b5,N10c5,N11b the f amily  Rhabditidae
AB921836 N09b5 the order Triplonchida (the class Enoplea)
AB921837 N10c5 the order Chromadorida
73 (MD) 7.5/2.9 0.22 AB921838–AB921840 N09a, C10c, N11a the f amily  Rhabditidae
77 (MD) 5.4/2.6 0.15 AB921841 N09b the genus Pratylenchus  (the order Ty lenchida)
AB921842 N10c the order Dory laimida (the class Enoplea)
79 (MD) 3.5/1.6 0.13 AB921843–AB921844 N09b, C10c the order Triplonchida (the class Enoplea)
67 (MD) 3.2/1.3 0.10 AB921845 N09b5 the order Ty lenchida
AB921846 N09b5 the order Triplonchida (the class Enoplea)
AB921847 N10c the order Dory laimida (the class Enoplea)
18 (HD) 15.1/14.3 0.05 AB921848–AB921849 C10a, N10b the class Chromadorea
46 (HD) 6.2/9.3 -0.06 AB921850–AB921851 C09c, N09a the class Chromadorea
71 (MD) 0.7/4.8 -0.14 AB921852 C09c the class Chromadorea
24 (HD) 18.5/19.5 -0.14 AB921853–AB921855 C10a, N10b, C11b the genus Acrobeloides  (the f amily
59 (HD) 4.3/10.0 -0.21 AB921856–AB921857 C10a, C11c the genus Pratylenchus  (the order Ty lenchida)
98 (HD) 1.7/12.5 -0.26 AB921858–AB921859 C09a, C11b the f amily  Rhabditidae
70.7/79.1
Total intensity
Total intensity
Total intensity
Table 3-2-3. Sequence analyses of denaturing gradient gel electrophoresis bands. 
1The Rf value of each band was classified into three dominant groups on the basis of the intensity of the 
detected band: HD (high intensity), MD (medium intensity), and LD (low intensity). 
2The relative intensities of the detected bands (nine datasets; three replicates × three years) were 
averaged for each Rf value from each orchard. 
3Microbial and nematode communities from Orchard-N and Orchard-C tended to be placed on the 
positive and negative sides of the PC1 axis, respectively. The Rf values considered to be characteristic 
of each orchard were determined using the PC1 scores on co-PCA (see Fig. 3-2-1B). 
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Thermosporothrix hazakensis SK20-1 (AB500145)
Thermogemmatispora foliorum ONI-5T (AB547913)
uncultured Chloroflexi bacterium SCGR077 (EF522570)
▼Rf-79 [LD, -0.20 (Conv’)] (AB921798)
▼Rf-86 [MD, -0.22 (Conv’)] (AB921801-AB921802)
Acidobacteriaceae bacterium 307 (HQ995660)
Acidobacterium capsulatum DSM 11244T (D26171)
▼Rf-55 [MD, 0.13 (Nat’)] (AB921794-AB921795)
Acidobacteria bacterium IGE-010 (GU187031)
uncultured Acidobacteria bacterium (HM062342)
uncultured Acidobacteriales bacterium (EU449722)
▼Rf-55 [MD, 0.13 (Nat’)] (AB921793)
Corynebacterium diphtheriae NCTC 11397T (X84248)
Rhodococcus rhodochrous SF (AB271142)
Nocardia abscessus IMMIB D-1599 (AF218293)
Mycobacterium phocaicum MBWY-1 (HQ845985)
Mycobacterium fortuitum subsp. fortuitum DSMT (AY457066)
▼Rf-67 [MD, 0.22 (Nat’)] (AB921789-AB921790)
Methanocella paludicola SANAE (AB196288)
99
81
56
91
97
59
99
99
99
90
74
52
97
84
0.05
Chloroflexi
Acidobacteria
Actinobacteria
Hyphomonas polymorpha DSM2665T (AJ227813)
Ponticaulis koreensis DSM 19734T (FM202497)
▼Rf-27 [MD, 0.21 (Nat’)] (AB921791-AB921792)
Rhodospirillaceae bacterium WH149 (EU780215)
▼Rf-65 [MD, -0.17 (Conv’)] (AB921796-AB921797)
Rhizobium giardinii H152T (NR026059)
Rhizobiales bacterium C2 (JQ773443)
▼Rf-31 [MD, 0.26 (Nat’)] (AB921788)
Methylobacterium extorquens IAM 12631 T (AB175632)
Ectothiorhodospira variabilis WN22T (AM943121)
Candidatus Marithioploca araucae CHI016 (FR690996)
Steroidobacter denitrificans FST (EF605262)
uncultured gamma proteobacterium AKYG783 (AY922064)
▼Rf-60 [HD, -0.20 (Conv’)] (AB921799)
▼Rf-60 [HD, -0.20 (Conv’)] (AB921800)
99
99
88
88
50
85
82
55
56
99
Proteobacteria
Alphaproteobacteria
A
Gammaproteobacteria
Fig. 3-2-2. Neighbor-joining tree based on bacterial 16S rDNA and fungal/nematode 18S rDNA 
sequences. (A) bacteria, (B) fungi, and (C) nematodes analyzed in the present study. Denaturing 
gradient gel electrophoresis bands were identified by their relative mobility values, termed the 
relative front (Rf) values (See Table 3). The terms HD (high intensity), MD (medium intensity), and 
LD (low intensity) indicate dominant groups on the basis of the intensities of the detected bands. 
The numbers in parentheses indicate the PC1 scores of the Rf values by principal component 
analysis on a correlation matrix (see Fig. 3-2-1B). Based on the PC1 scores, the Rf values 
considered to be characteristic of Orchard-N, Orchard-C, or both orchards were classified as Nat′, 
Conv′, or Both, respectively. In those cases when the sequence was detected from only the 
Orchard-N′ or Orchard-C′ sample even though the PC1 score indicated “Both”, the Rf value was put 
as Both or Nat′/Conv′ (Fig. 3-2-2B). Numbers on the branches represent bootstrap values obtained 
from 1000 replications (only values >50% are shown). The bars indicate 0.02 and 0.05 substitutions 
per site, for fungal and bacterial/nematode neighbor-joining trees, respectively; *no rank. 
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Eurotiomycetes
Capnodiales
Pleosporales
Sordariales
Hypocreales
Agaricales
Exophiala salmonis CBS 157.67 (N856020)
Exophiala alcalophila CBS 520.82 T(JN856010)
Exophiala brunnea CBS 587.66 (JN856013)
Glyphium elatum CBS 268.34 (AF346419)
Ramularia uredinicola CPC 10813 (GU214694)
Cladosporium sphaerospermum (DQ780925)
Devriesia staurophora CBS A374.81 (EF137358)
Massaria anomia M47 (HQ599453)
Ulospora bilgramii CBS 110020 (DQ384071)
Phoma macrostoma  MUCC0084 (AB454216)
Alternaria alternata AA6 (U05194)
Chaetomium globosum DAOM 221179 (JN939003)
Chaetomidium leptoderma CBS 538.74 (AF096171)
Chaetomium thermophilum ATCC 16451 T (JQ067904)
Phialemonium inflatum CBS 263.58 (AY526478)
Kallichroma tethys BCC13048 (AY722099)
Fusarium oxysporum K14 (JF807402)
Fusarium sporotrichioides UAMH 5334 (DQ680059)
Fusarium fujikuroi IMI 58289 (HF679024)
Mortierella hyalina CBS223.35 (AY157493)
Mortierella alpina CBS 210.32 (HQ667501)
Mortierella verticillata CBS 225.35 (JQ040251)
Glomus mycorrhizal symbiont of Marchantia (AJ699070)
Barbatospora ambicaudata TN-49-W4a (KC297614)
Cryptococcus terreus RUB018 (JN938680)
Cryptococcus cf. aerius RUB022(JN938642)
Cryptococcus albidus JCM 2334 T (AB032616)
Fibulobasidium murrhardtense CBS9109 T (GU327540)
Hyphoderma puberum 5387a (DQ873598)
Blastosporella zonata (EU708333)
Tricholoma myomyces DUKE JM98/700 (AF287841)
Psilocybe montana AFTOL-ID 820 (DQ465342)
Pythium rostratum CBS 533.74 (AY598696)
Pythium ultimum var. ultimum CBS 398.51 (AY598657)
Pythium polymastum CBS 811.70 (AY598660)
Pythium paddicum CBS 698.83 (AY598707)
69
69
100
84
95
66
63
65
56
66
100
99
58
51
99
75
77
70
72
94
53
58
63
99
86
79
99
79
88
51
57
89
82
53
90
95
70
0.02
▼Rf-29 [MD, 0.01(Both or Nat’)] (AB921816)  
▼Rf-23[MD, 0.28 (Nat’)] (AB921803-AB921804)
▼Rf-53[MD, -0.20 (Conv’)] (AB921825-AB921827)
▼Rf-65 [MD, -0.25 (Conv’)] (AB921831-AB921832)
▼Rf-55 [MD, 0.22 (Nat’)] (AB921809-AB921810)
▼Rf-48 [MD, 0.24 (Nat’)] (AB921808)
▼Rf-37 [MD, -0.15 (Conv’)] (AB921823-AB921824)
▼Rf-73[MD, 0.25(Nat’)] (AB921805-AB921806)
▼Rf-39 [HD, -0.21 (Conv’)] (AB921828-AB921830) 
▼Rf-12  [HD, 0.04 (Both)] (AB921813-AB921814)
▼Rf-48[MD, 0.24 (Nat’)] (AB921807)
▼Rf-69 [LD, 0.13 (Nat’)] (AB921811-AB921812)
Rf-27 [HD, 0.00 (Both or Conv’)] (AB921819-AB921820)
Rf-29 [MD, 0.01(Both or Conv’)] (AB921818)
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Chaetothyriales
Mortierellales
(Mortierella)
Filobasidiales
(Cryptococcus)
Pythiales
B
Rf-27 [HD, 0.00(Both)] (AB921821-AB921822) 
Rf-29[MD, 0.01(Both or Nat’)] (AB921815)
Oomycetes*
(Pythium)
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Tremenllomycetes
Dothideomycetes
Sordariomycetes
B 
C Pratylenchus penetrans CA82 (EU130803)
Pratylenchus vulnus CA78 (EU130829)
Pratylenchus crenatus CA81 (EU130800)
Pratylenchus coffeae CA88 (EU130799)
Pratylenchus thornei CA76 (EU130813)
Coslenchus costatus CoslCos (AY284581)
Cephalenchus hexalineatus CeLeHex (AY284594)
Cephalobus persegnis isolate CephPer1 (AY284662)
Acrobeloides maximus isolate wb4  (EU306344)
Acrobeloides apiculatus AcLoApi (AY284673)
Acrobeloides sp. Sourhope farm (AF430496)
Raphidascaris acus N182 (DQ503460)
Truttaedacnitis truttae (EF180063)
Praeacanthonchus punctatus gi62082923 (AY854214)
Achromadora sp. JH-2004 (AY284717)
Prodesmodora circulata (AY284721)
Trischistoma monohystera (AJ966509)
Trischistoma sp. TriSSp3 (FJ969142)
Tripylina tamaki NZST03-2008 (FJ480410)
Tobrilus gracilis (KF144670)
Prismatolaimus cf. dolichurus JH-2004 (A284727)
Prismatolaimus dolichurus (AY593957)
Prismatolaimus intermedius (AF036603)
Aporcelaimellus obtusicaudatus ApoEObt (AY284811)
Allodorylaimus andrassyi (AY284801)
Oxydirus oxycephalus (AY284824)
Pellioditis sp. Sourhope farm ED2008 (AF430626)
Rhabditis cf. terricola JH-2004 (AY284653)
Rhabditis brassicae SB193 (EU196006)
Rhabditella axei DF5006 (RAU13934)
Rhabditis myriophila EM435 (U13936)
Cruznema tripartitum DF5015 (U73449)
Choriorhabditis dudichi SB122 (AF083012)
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Rhabditida
(Cephalobidae)
Tylenchida
Ascaridida
Rhabditida (Rhabditidae)
Triplonchida
Drylaimida
Chromadorida
▼Rf-59 [HD, -0.21 (Conv’)] (AB921856-AB921857)
▼Rf-67 [MD, 0.10 (Nat’) (AB921845) 
▼Rf-77 [MD, 0.15 (Nat’)] (AB921841)
▼Rf-24 [HD, -0.14 (Both)] (AB921850-AB921852)
▼Rf-71 [MD, -0.14 (Conv’)] (AB921852)
▼Rf-46 [HD, -0.06 (Both)] (AB921850-AB921851)
▼Rf-18 [HD, 0.05 (Both)] (AB921848-AB921849)
▼Rf-88 [MD, 0.23 (Nat’)] (AB921837)
▼Rf-67 [MD, 0.10 (Nat’)] (AB921847), Rf-77 [MD, 0.15 (Nat’)] (AB921842)
▼ Rf-79 [MD, 0.13 (Nat’)] (AB921843-AB921844)
▼Rf-88 [MD, 0.23 (Nat’)] (AB921836)
▼ Rf-67 [MD, 0.10 (Nat’)] (AB921846) 
▼ Rf-88 [MD, 0.23 (Nat’)] (AB921833-AB921835)
▼Rf-73 [MD, 0.22 (Nat’)] (AB921838-AB921840) 
▼Rf-98 [HD, -0.26 (Conv’)] (AB921858-AB921859)
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Fig.3-2-2. (continued) 
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そのうち Rf-31 は Rhizobiales 目に近縁であった（Table 3-2-3、Fig. 3-2-2A）。Rf-60 は
Gammaproteobacteria 綱に近縁であった。これらのバンドの相対強度の合計から、
Proteobacteria 門は両園の最優占門であった（N 園：12.4%、C 園：14.4%）。N 園の特徴
バンドの Rf-67 は Actinobacteria 門に近縁、C 園の特徴バンドの Rf-79 と Rf-86 は
Chloroflexi 門に近縁であった（Table 3-2-3、Fig. 3-2-2A）。 
真菌群集におけるN園の特徴バンドはCryptococcus属（Basidiomycota門; Rf-23、MD）、
Agaricales 目（Basidiomycota 門）あるいは Pleosporales 目（Rf-48、MD）、Chaetothyriales
目（Rf-55、MD）、Chaetomium 属（Rf-73、LD）に近縁であった。分類群が特定できな
い微生物もあった（Rf-69、LD）。C 園の特徴バンドは Fusarium 属（Rf-39、HD）、
Chaetothyriales 目（Rf-65、MD）、Capnodiales 目（Rf-53、MD）、Alternaria 属（Rf-37、
MD）に近縁であった。両園の特徴バンドは Mortierella 属（Rf-12、HD）、Fusarium 属、
あるいは Pythium 属（Rf-27、HD）、異なる４属（Rf-29、MD）に近縁であった（Table 3-2-3、
Fig. 3-2-1B-ii、Fig. 3-2-2B）。これらの結果、上記の C 園での年次変動に関係したバンド
（Rf-12、Rf-27、Rf-39）は Mortierella 属、Fusarium 属、Pythium 属であった。 
線虫群集における N 園の特徴バンドは Rhabditidae 科（Rf-88、MD; Rf-73、MD）、
Chromadorida 目（Rf-88、MD）、Tylenchida 目（Rf-77、MD; Rf-67、MD）、Triplonchida
目（Rf-88、MD; Rf-79、MD; Rf-67、MD）、Dorylaimida 目（Enoplea 綱; Rf-77、MD; Rf-67、
MD）に近縁であった。C 園の特徴バンドは Rhabditidae 科（Rf-98、HD）、Pratylenchus
属（Tylenchida 目; Rf-59、HD）、Acrobeloides 属（Cephalobidae 科; Rf-24、HD）に近縁で
あった。両園の特徴バンドでは Chromadorea 綱の下位の分類群が推定できなかった
（Ascaridida 目との相同性: 91–92%; Rf-18、HD; Rf-46、HD）。Rhabditidae 科と Tylenchida
目は両園で認められたが、それより低い分類レベルでは異なった（Table 3-2-3、Fig. 
3-2-1B-iii、Fig. 3-2-2C）。これらの結果、C 園の年次変動に関係したバンド（Rf-18、Rf-24、
Rf-46、Rf-98; 3.2.3.4 項）は Rhabditidae 科、Acrobeloides 属の近縁種、および Chromadorea
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綱の不明種であった。 
真菌の Rf-48、Rf-29、Rf-27 と線虫の Rf-67、Rf-77、Rf-88 では 1 つの Rf 値から複数
の配列が検出された。逆に真菌の Fusarium 属、Cryptococcus 属、Pythium 属、線虫の
Dorylaimida 目に近縁の配列が複数の Rf 値から検出された（Table 3-2-3）。また、N 園の
特徴バンドは MD と LD のバンドグループのみに属した一方で、C 園の特徴バンドは
HD、MD、LD のいずれかのバンドグループに属した（Fig. 3-2-1B）。 
 
3.2.4 考察 
3.2.4.1 無肥料条件下における土壌微生物生態系 
本研究における N 園（77 g/kg）と C 園（91 g/kg）の全炭素量は、日本の果樹園（0–
80 g/kg）[111]や農地（2–109 g/kg）[112]の調査値と比べると高い水準であった（Table 
3-2-1）。同様に、N 園（6.2 g/kg）と C 園（6.7 g/kg）の全窒素量は、調査値（0–8 g/kg）
[111,112]と比べると高い水準であった。一方、C 園の可給態リン酸量（242 mg/kg）は日
本の農林水産省の資料に基づく最適範囲内（100–750 mg/kg）[113]であったのに対し、
N 園ではこの範囲よりも低かった（57.4 mg/kg）。加えて C 園の硝酸態窒素量（41.2 mg/kg）
は日本の農地の平均値（37 mg/kg）[112,113]と同程度であったが、N 園ではそれよりも
顕著に低く（14.2 mg/kg）、無肥料の影響と思われた。このように、N 園では無機態窒素
およびリンの量が低い水準であったにもかかわらず、20 年以上無肥料でのリンゴの商
業生産が継続している。本項では本研究の結果に基づき、その背景としてどのような土
壌微生物生態系が形成されているかについて考える。 
着目した結果として、第一に N 園の細菌の存在量が C 園より高く、真菌の存在量は
C園より低く、その結果N園の真菌・細菌存在比がC園より顕著に低かった（Table 3-2-2）。
第二に N 園の CN 比（12.5）が C 園（13.6）より有意に低かった（Table 3-2-1）。この真
菌・細菌存在比に関して Van der Heijden [7]は、真菌優位の群集から細菌優位の群集へ
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の変化は有機物の分解と養分の無機化の促進をもたらすために、養分循環の促進と関連
することを複数の研究に基づいて報告している。またCN比に関しては、Kuramaeら[114]
が土壌の CN 比と有機物の分解速度が関連し CN 比が高いと有機物の分解速度が遅くな
ると報告しているが、このことは一般論としても知られる。加えて、本研究でみられた
土壌のCN比と真菌・細菌存在比間の正の相関関係（N園はC園よりも両者の値が低い）
は過去の報告と一貫している[115]。以上から、N 園における有機物の分解や養分の無機
化といった養分循環の速度が C 園よりも速い可能性が推察された。 
第三に真菌の Basidiomycota 門と Chaetomium 属、細菌の Actinobacteria 門が N 園で特
徴的であった（Fig. 3-2-1b、Table 3-2-3、Fig. 3-2-2）。Basidiomycota 門はリグニンのよう
な植物残渣の生体高分子を分解するのに必要なリグノセルロース分解酵素を保有する
[116]。Chaetomium 属を含む Chaetomiaceae 科はセルロースの分解能が高い[116]。
Actinobacteria 門はリグノセルロースなどの高分子を分解することが知られる[117]。こ
のように、これらの微生物の有機物の分解や窒素の無機化における機能的役割が報告さ
れている。本研究の結果とこれらの知見により、同様に N 園の土壌における養分循環
が C 園よりも促進的な可能性が推察された。Van der Heijden [7]はまた、低養分条件では
（自活性）微生物が有機物を植物の吸収できる形態に変換することによって植物の養分
吸収を促進させ、植物の生産性に寄与することを指摘している。また Wardle [6]は、真
菌よりも細菌の優位の群集・食物連鎖は、養分の無機化とその養分の植物の利用がより
促進的であると述べている。これらの視点に基づくと、N 園では微生物による養分の無
機化と植物への養分供給が促進され、無肥料による養分不足を補っている可能性が示唆
される。しかしながら自然栽培条件下における微生物の養分循環への関与や、植物への
養分供給のメカニズムを明らかにするためには、複数の自然栽培農地における詳細な研
究が求められる。一方で、窒素の無機化や植物への養分供給へ関与することが知られる
細菌食性線虫のCephalobidae科とRhabditidae科[4,118,119]が両園で大きな割合を占めた
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ことから、これらの線虫は両園での上記の機能に関係していると推察された。 
 
3.2.4.2 微生物群集の安定性 
 N 園の線虫の H′、R、および E と細菌の E は C 園より高く、また真菌の E は C 園よ
り高い傾向にあった（Table 3-2-2）。Konopka [100]は高い種の richness は機能的冗長性
（functional redundancy）が増すため､生態系の安定性（stability）が高いことを示唆する
と報告しているが、同様の主張は複数の報告でみられる。一方 Naeem [99]は、高い種の
evenness は群集構造の安定性とそれに伴う生態機能の安定性を担保すると報告してい
る。すなわち、逆に evenness が低く存在比率の高い微生物の優占度が高まると、環境の
変化に伴いそれらの自身や他の生物への影響が大きくなり、群集構造の不安定性につな
がるという論理に基づいている。多様性指数の結果とこれらの報告を考慮すると、N 園
における土壌微生物生態系の安定性が C 園よりも高い可能性が推察される。加えて、
細菌食性線虫は土壌で最大の食性グループを形成することで知られており、線虫と細菌
群集の安定性は互いに関係すると思われる。また va-PCA の結果、N 園の真菌と線虫の
群集の年次変動は C 園よりも小さく、N 園の真菌・線虫群集の安定性が C 園よりも高
いことが示唆された。以上により、多様性指数と va-PCA の結果から N 園の土壌生態系・
土壌微生物群集の安定性が C 園より高い可能性が推察された。 
 
3.2.4.3 2 種の主成分分析を用いた意義 
va-PCA によって、HD バンドに分類された微生物の影響で、C 園の真菌・線虫群集構
造の年次変動が N 園より大きかったことが示された（Fig. 3-2-1A）。一方で co-PCA で
は、各バンドクラスのバンド強度が標準化され、va-PCA では認められなかった相対強
度の低い MD・LD バンドと両園の微生物群集の関係性が明確となり、MD・LD バンド
からの特徴バンドが探索しやすくなった。また N 園では MD・LD バンドから特徴バン
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ドが認められたのに対し、C 園では MD・LD バンドに加えて HD バンドからも認めら
れ、co-PCA によってこのような群集構造の相違が明確になった。よって N 園の特徴微
生物は MD・LD バンドに対応する微生物で占められると考えられた。これまでに報告
されている研究では 1 種の PCA を用いる場合がほとんどであるが、本研究のように 2
種の PCA を用いた解析は、存在比率の大きく異なる微生物から特徴微生物を探索した
り、群集構造の違いを調べたりするのに有効であると思われた。 
 
3.2.4.4 攪乱が優占微生物に及ぼす影響 
 N 園に特徴的だった MD・LD バンドは、養分循環の促進との関連が報告されている
分類群（Actinobacteria 門、Basidiomycota 門、Chaetomium 属）に近縁であったが（3.2.4.1
項参照）、これらの分類群は N 園のみで特徴的であった。よって別の見方をすると、こ
れらの微生物が慣行栽培に起因する攪乱に敏感な可能性が推察される。このことは耕作
地における Basidiomycota 門の存在量は Ascomycota 門の 10％以下であった[120]、森林
土壌では Ascomycota 門の 2 倍以上であった[67]、Basidiomycota 門に属する Cryptococcus
属は、耕起地よりも不耕起栽培管理やカバークロップ管理の土壌で優占した[121]、
Actinobacteria 門は慣行栽培土壌よりも有機栽培土壌で優占し[80]、高濃度の除草剤や殺
虫剤散布で有意に減少した[78]、といった物理的・化学的攪乱への感受性に関する報告
によって支持される。加えて Enoplea 綱に属する Dorylaimida 目[60]の近縁種が N 園の
MD バンドで認められたが、この Drylaimida 目は化学的攪乱に敏感であることが知られ
ている[122]。以上から、N 園の MD・LD バンド由来の微生物は攪乱程度の低い土壌で
は優占的となり、攪乱程度の高い土壌では優占しにくい微生物である可能性が推察され
た。 
 真菌の HD バンドは Fusarium 属と Mortierella 属に、線虫の HD バンドは Pratylenchus
属、Acrobeloides 属（Cephalobidae 科）、Rhabditidae 科に、細菌の HD バンドは
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Gammaproteobacteria 門にそれぞれ近縁であった（Table 3-2-3）。線虫では Ascaridida 目と
低い相同率（91～92％）を示した Chromadorea 綱 の不明種が HD・MD バンドのから認
められたが（Fig. 3-2-2C）、動物寄生性線虫として知られる Ascaridida 目が土壌で優占す
るのは不自然であり、また動物寄生性線虫は農地土壌での優占度が低いとの報告がある
ため[123]、この線虫の特定にはさらなる調査が必要である。N 園でも HD バンドが認め
られたが、C園のHDバンドの相対強度はN園と同程度かそれ以上だった（Table 3-2-3）。
また evenness は優占度の高い種の影響を強く受ける指標であるため、このことは C 園
の微生物群集の E が N 園より低かったことと関連すると思われる。またこれらの HD
バンドに対応した微生物は、慣行栽培管理に適応しやすい可能性がある。このことは、
Cephalobidae 科は化学的に攪乱された土壌や汚染土壌で比較的回復力がある[119]、植物
寄生性線虫の中で Pratylenchus 属は極めて汚染に強い[79]、また Pratylenchus 属は有機
肥料の施用や無肥料管理の場合よりも化学肥料の施用で増加しやすい [74]、
Gammaproteobacteria 門は有機肥料の施用よりも化学肥料の施用で増加しやすい[124]、
Mortierella 属の複数の種が化学農薬を窒素・炭素源として利用できる[125,126]、といっ
た報告によって支持される。Hillebrand [102]は、優占度の高い微生物はそれだけ生態機
能に大きな影響を及ぼすと述べているが、この説を踏まえると、これらの HD バンドに
対応した微生物は C 園の土壌生態系に実質的に大きな影響を及ぼしている可能性が推
察される。また Hillebrand [102]は、攪乱へ抵抗性をもつ微生物が優占している群集では、
その優占度が高まると（すなわち evenness が低下すると）群集全体の攪乱への抵抗力が
高まるだろうと述べている。この視点に基づくと、化学的攪乱に適応しやすい微生物が
C 園で優占し、それらの微生物が C 園の土壌生態系の維持に何らかの重要な役割を果た
している可能性が推察された。 
 2.2 節のバンド位置と微生物の対応に基づくと、HD バンドに対応した微生物のうち、
真菌の Mortierella 属と Fusarium 属、および線虫の Acrobeloides 属（Cephalobidae 科）と
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Pratylenchus 属は農地土壌に頻出しかつ存在比率が高い傾向にあった（2.2.3.4 項）。また
3.1節の解析の結果、これらの微生物が調査した5地点の黒ボク農地土壌で地点や年度、
時期、肥培管理の要因の違いによらずに共通してみられる傾向にあった（3.1.3.1 項）。
よってこれらの分類群は、地点や栽培管理の影響を強く受けないために広範な農地土壌
に高い比率で存在すると考えられる。そして C 園で推察されたように、種々の農地土
壌の生態系の維持に何らかの役割を果たしているかもしれない。このような存在比率の
高い微生物の生態機能に関しては、土壌生態系へ大きな影響をもたらしている可能性が
あることからさらなる研究の進展が待たれる。 
 
3.2.4.5 攪乱が土壌微生物群集の多様性に及ぼす影響 
N 園の線虫の多様性指数が C 園より高かったが、このことは線虫の E [127]や H′ 
[86,128]が慣行栽培土壌よりも有機栽培土壌で高かった、H′と R は化学肥料施用土壌よ
りも有機肥料施用の土壌で高かった[74]といった過去の報告によって支持される。一方
で、細菌の H′と R は両園で差が認められなかった。これまでに、細菌の H′や R は慣行
栽培管理よりも有機栽培管理の方が高かった[84,86]、化学肥料施肥よりも有機肥料施肥
で高かった[22,76]、原核生物の R は非農地よりも農地の方が低かった[64]といった報告
がみられ、いずれも人為的攪乱の程度が低いと多様性指数が高い傾向を示している。本
研究では両園間で有意差がなく、過去の報告で示された傾向が認められなかったが、細
菌の richness 推定には PCR-DGGE の検出限界が高い可能性がある。これについては次
項の次世代シーケンス解析で検討を加えた。真菌の多様性指数は両園で有意な差が認め
られなかった。これまでに土壌真菌の多様性に関する報告は少ない。その少ない報告の
中では、有機栽培土壌で真菌の H′と R が慣行栽培よりも低かった[75]、菌根菌の R が高
かった[129]、真菌の R が低い養分条件で高まった[77]といった報告がみられるが、攪乱
と多様性指数との関係性を示唆するような一貫した傾向がみられない。一方で、真菌は
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投入した肥料の種類や量の影響を強く受けるといった報告がみられることから[46,75]、
真菌の多様性の理解には要因を絞った詳細な調査が必要と思われる。 
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3.2.4.7 自然栽培研究における視点 
N 園の土壌では、微生物による養分循環が促進的である可能性、また微生物生態系が
安定的である可能性を C 園との対比において推察した。有機農業では、豊富な微生物
量や微生物多様性、あるいは微生物活性が化学肥料や農薬を使用しないことによる農作
物生産へのマイナス面を補うとされるが[84,85]、自然栽培では無肥料であるがゆえに、
微生物の果たす役割はより一層大きいと考えられる[7]。実際に土壌の化学性のデータ
から N 園土壌の養分不足が示唆されたが、N 園で得られた推察と Van der Heijden [7] 
や Wardle [6]の説に基づくと、この低養分条件下で微生物による養分の無機化が促進さ
れることによって養分不足が補われ、植物の生育・生産に寄与している可能性が考えら
れた。また N 園で推察されたこれらの特徴は、土壌の健全性（soil health）[86]が優れ
ていることを示している。この土壌の健全性は、土壌の物理性・化学性・生物性の相互
作用によって生じる生態系固有の特性であり、「地力」に近い、あるいは同じ概念であ
る[137]。 以上により、N 園の農地土壌としての特徴を、土壌の化学性におけるマイナ
ス面を土壌の生物性が補うことで地力が維持されている、と表現することもできよう。 
N 園でのリンゴ生産の成功が「奇跡のリンゴ」と評された背景に、肥料と化学農薬の
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使用が常識化された近年の農業の現状、またそれを主体として扱ってきた農学のあり方
がある。またその園地で形成された生態系に対して、病害抑制や養分供給といった栽培
管理の主要な担い手としての認識不足があったであろう。土壌生態系についても、土壌
の生物性の評価が困難だったことによってその理解が遅れ、地力を高める手段としての
認識が乏しかった。長年 N 園の調査を行っている杉山は彼の著書で、自然栽培を研究
するためには生態学からのアプローチの必要性を指摘しているが[99]、本研究では、3
種の微生物の PCR-DGGE および定量 PCR の結果に生態学的な見方を加えることで、N
園の土壌生態系の C 園に対する相対的傾向を推察することができた。加えて Van der 
Heijden [7]や Wardle [6]の説を考慮したときに、N 園のリンゴ生産につながる生態系メカ
ニズムについての一つの推論が得られた。無肥料・無化学農薬でリンゴ生産が成り立つ
N 園は、農学におけるいわば反証的事例であるが、自然栽培管理下におけるリンゴ生産
のメカニズムの解明が生態学的な見地から進んでいくことで、今後自然栽培が広く適用
可能な農業技術として普及する可能性も出てくるであろう。しかしそのためには、養分
収支や養分供給のメカニズム、あるいは下草の役割や病害抑制のメカニズム等、多方面
から調査・研究を行う必要があると思われる。本研究では土壌微生物分野における基盤
情報を示した。これらの得られた知見から新たな仮説が立てられ、自然栽培研究が進展
していくことを期待する。 
 
3.2.5 まとめ 
 N 園の硝酸態窒素と可給態リン酸濃度が C 園よりも相対的に低く、CN 比と真菌・細
菌の存在比が、C 園よりも相対的に低かった。また、MD・LD に属する N 園の特徴バ
ンドの中に Basidiomycota 門、Chaetomium 属、Actinobacteria 門の近縁種が認められた。
これらの結果に基づき、N 園の養分循環が C 園よりも促進的な可能性について議論した。
加えて、N 園の線虫群集の H′、R、E と細菌群集の E が C 園よりも高く、また N 園の真
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菌と線虫群集の年次変動が C 園よりも相対的に小さかった。これらの結果から、N 園の
土壌生態系と微生物群集構造が C 園よりも安定的である可能性について議論した。一
方で co-PCA に基づき、C 園の微生物群集は N 園と明確に異なり、HD に属する C 園の
特徴バンドの中に Gammaproteobacteria 門、Fusarium 属、Pratylenchus 属、Cephalobidae
科の近縁種が認められたが N 園では認められなかった。このことから C 園の土壌生態
系では、これらの微生物が化学的攪乱への耐性に関する何らかの役割を果たしている可
能性について議論した。次世代シーケンサーによる土壌細菌群集の解析により、本研究
の多様性指数や優占微生物の特徴、およびそれらに基づいて得られた考察を支持するい
くつかの結果が得られた。 
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第４章 総括 
 
本論文は、PCR-DGGE 解析法の最適化（第 2 章）と、その最適化された解析方法を
用いた農地土壌の微生物群集解析（第 3 章）について、その研究成果をまとめたもので
ある。全体を通じて、農水省の委託プロジェクト「eDNA プロジェクト」で開発され、
現在日本国内で広く普及している細菌・真菌・線虫群集解析用の PCR-DGGE 標準解析
法を用いて研究を行った。 
第 2 章 2.1 節では、解析法の最適化に先立ち、複数の Rf 値のバンドの位置データを
用いてバンド位置の変動についての統計的な評価を行った。評価にあたって全体の変動、
ゲル内の変動、ゲル間の変動、およびレーン間の変動を定義した。その結果、多数の正
規性データの解析により、全体の変動がゲル間の変動の影響を強く受けたことが示され
た。そして真菌・線虫 18S rDNA を用いた検討によって、このゲル間の変動がマーカー
バンド間隔を狭くすることで小さくなる可能性が示された。また細菌 16S rDNA の一部
のバンドで、マーカーバンドでは補正できない DNA 配列に起因するとみられるバンド
の位置の不安定性が示された。一方非正規性データの検討では、一部のゲルで局部的な
変性濃度勾配の差異に起因すると思われる大きな変動が認められた。このように、バン
ド位置の変動値を提示するとともに、ゲル間の変動の要因やその低減の可能性等につい
ての考察を行った。 
2.2 節では、バンドマッチング法の最適化を中心に PCR-DGGE 解析法の最適化につい
て論じた。まず、2.1 節で示されたバンド位置の変動値に基づいて位置許容差（PT）を
決定し、次に過去のデータに基づいて泳動方向上の PT の中心位置を定めた。そして以
上の 2 値をパラメータとしてバンドマッチングの最適化法を確立した。また、PT の範
囲内に複数のバンドが存在する可能性や PT の範囲外の同一バンドの可能性を検討する
ことで、さらなる精度の向上が図られることを示した。後半では土壌の採取、DNA 抽
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出、そして PCR-DGGE 解析の他の工程における最適化についても触れた。 
2.3 節では、2.2 節で最適化されたバンドマッチング法を、テストサンプルを用いて検
証した。すなわち①最適化前、②位置許容差（PT）の最適化、③PT および PT の中心
位置の最適化、の 3 つの段階を設けて 2 種の微生物群集解析（2-way クラスター分析と
非計量多次元尺度構成法）の結果を比較した。その結果、最適化法では要因の各水準間
差が明確化し、種々の要因の影響評価においてより確度の高い解析を行うことができる
と考えられた。①最適化前、②位置許容差（PT）の最適化、③PT および PT の中心位
置の最適化、を設けて微生物群集解析の結果を比較した 
第 3 章では、最適化した PCR-DGGE 法を用いた 2 種の農地土壌の微生物群集解析を
取り上げた。3.1 節では、5 地点の黒ボク土壌（芽室、福島、つくば、平塚、弘前）を
対象として、複数要因（地点、肥培管理、年度、時期）の土壌微生物群集に及ぼす影響
を評価した。その結果全地点の統合解析では、地点の群集に及ぼす影響が他の要因より
も顕著に大きかった一方で、各地点の解析では最も強い影響を及ぼした要因が地点間で
異なり、生物種間では共通する場合と異なる場合があった。このように、農地土壌にお
ける微生物群集の多様性や生物種間の応答の違いが示された。加えて全地点に共通して
存在する微生物、地点特異的な微生物、また要因の影響を受けた微生物由来のバンドが
それぞれ示された。 
3.2 節では、「奇跡のリンゴ」で有名な自然栽培管理（無肥料・無農薬）のリンゴ園を
対象とした。対照区として近くの慣行栽培園を選定し、両園の土壌の化学性、土壌微生
物の多様性、群集構造、特徴的な優占種、微生物存在量を評価した。そしてこれらのデ
ータに基づき、奇跡のリンゴ園土壌における養分循環が促進的な可能性と生態系・微生
物群集が安定的な可能性について慣行栽培園との比較において議論した。一方、慣行栽
培園土壌では、攪乱に強い微生物が優占している可能性について議論した。このように
3 種の微生物群集の PCR-DGGE のデータと定量 PCR、および土壌の化学性のデータに
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生態学的な視点を加えることで、両リンゴ園の土壌の生態系について推察することがで
きた。自然栽培土壌の生物性に関する研究は極めて少なく、本研究の情報は自然栽培土
壌の解明のための基盤情報となると思われる。 
PCR-DGGE 標解析法を用いた受託解析が、民間の分析会社であるテクノスルガラボ
株式会社と株式会社リーゾで行われており、また農林水産省主催の農林交流センターワ
ークショップでは、2009 年度から毎年本標準解析法に関する講習会が開催され、産官
学の研究分野からの参加者がみられる。また PCR-DGGE の低コスト・迅速性・簡便性
といった利点から、近年都道府県の研究機関での導入がなされたり、微生物分野を専門
としない研究者からのアプローチもある。本研究は、このような PCR-DGGE 標準解析
法の利用や PCR-DGGE のノウハウの習得といったニーズに資するものと考える。また
PCR-DGGE に関する詳細な技術書は存在せず、それを担う役割も果たすと考える。 
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